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Abstract 
Triclosan er et biocid som anvendes i mange forbrugsprodukter såsom sæber, tandpasta og 
husholdningsartikler. I denne rapport påvises det, at triclosan selekterer antibiotikaresistente 
E. coli, og i særdeleshed resistens for tetracycline. Denne resistenssammenhæng kan 
sandsynligvis relateres til en øget effluxpumpeaktivitet i AcrAB. Det vises at den øgede 
aktivitet i AcrAB, som formodentlig skyldes en overekspression af acrAB eller at en af de 
positive regulatorer af acrAB, soxS og marA, giver de resistente kloner selektive fordele i 
miljøer med subletale triclosan koncentrationer. Det vises også at resistensmekanismen 
nedsætter mutanternes vækstfrekvens med op til 50 % i forhold til vildtypen. 
 
Triclosan is a biocide added to many consumer products such as soap, toothpaste and 
household articles. In this report it is proven that triclosan selects antibiotic resistant E. coli, 
and resistance for tetracycline in particular. This cross-resistance can probably be related to 
increased efflux activity in AcrAB. It is shown how the increased activity in AcrAB, most 
likely caused by overexpression of acrAB or of one of the positive regulators of acrAB, soxS 
and marA, provides the resistant clones selective advantages in environments with sublethal 
concentrations of triclosan. It is also shown how the resistance mechanism decreases the 
mutants’ growth frequency with up to 50 % compared to the wild-type. 
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Indledning 
Triclosan er et biocid, der er blevet brugt i produkter som tandpasta, kosmetik, 
køkkenprodukter, sengetøj mm. i over 30 år, på grund af dets antibakterielle, antifungale og 
antivirale egenskaber. I perioden 1992-1999 kom 700 nye produkter, indeholdende triclosan, 
på markedet og forbruget er stadig stigende.1 
Man blev efterhånden opmærksom på, at triclosan havde et specifikt target, dvs. et bestemt 
angrebsmål i bakterier. Dette resulterede i adskillige undersøgelser om, hvorvidt der er et link 
mellem biocid- og antibiotikaresistens og om biocider dermed kan selektere for 
antibiotikaresistens2. Grundet denne mistanke er stoffet i de senere år kommet i modvind, 
hvilket er udtrykt ved, at triclosan nu befinder sig på EU’s liste over miljøskadelige stoffer.  
 
Hvis triclosanresistens medfører antibiotikaresistens vil dette udgøre en sundhedsrisiko, da 
det vil betyde, at brugen af triclosan kan selektere for antibiotikaresistente patogene bakterier, 
hvormed  behandling med antibiotika kan blive ineffektiv. Dette vil især være et stort problem 
i sundhedssektoren, hvor patogene, antibiotikaresistente bakterier kan være livstruende for 
patienter.  
Følgende er et eksempel på konsekvensen af antibiotikaresistens i behandling af 
bakteriologiske sygdomme: I 1973 behandledes 3 spædbørn med ampicillin mod den 
patogene bakterie Haemophilis minigitis, men eftersom bakterien havde udviklet resistens 
overfor ampicillin, et antibiotikum bakterien tidligere har været yderst følsom overfor, slog 
behandlingen fejl og børnene døde3. 
Først i rapporten beskrives den, for forsøget, relevante teori. Dernæst beskrives metoden i en 
afsnit for sig selv, og de enkelte forsøg behandles dernæst individuelt og i kronologisk 
rækkefølge. For hvert forsøg laves en delkonklusion, som danner baggrund for det 
efterfølgende forsøg. 
Til sidst diskuteres alle forsøgenes resultater i en samlet diskussion, der vil forsøge at svare på 
problemformuleringen. 
                                                 
1 Schweizer, H.P. (2001): Triclosan: a widely used biocide and its link to antibiotics 
2 Schweizer, H.P. (2001): Triclosan: a widely used biocide and its link to antibiotics 
3 Betina, Vladimir (1983): The chemistry and biology of antibiotics, s. 433 
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Problemformulering og motivering  
Vi finder ovenstående problemfelt interessant, da det har høj samfundsmæssig relevans, og 
har derfor designet en række forsøg, hvor vi ved hjælp af naturvidenskaben, vil forsøge at 
afdække problemet empirisk.  
Ved at udsætte bakterier for triclosan og undersøge hvorvidt dette selekterer for 
antibiotikaresistens, afdækkes i hvor høj grad triclosan virker multiresistensfremmende. 
Derudover vil vi undersøge om disse evt. multiresistente bakterier kan udkonkurrere ikke-
resistente bakterier under forskellige forhold, blandt andet i miljøer med sublethale 
koncentrationer af triclosan, og hermed udgøre en reel sundhedsrisiko. 
Vi har valgt at udføre forsøgene med bakterien: Escherichia coli, da det er en forholdsvis nem 
bakterie at arbejde med, og da det er en af de mest benyttede bakterier til forskning. E. coli 
kan antages at være en god repræsentant for en del patogene bakterier, da de ligner hinanden 
af opbygning.   
Semesterbindingen opfyldes herfor, idet projektet, ved hjælp af et repræsentativt eksempel, 
inddrager naturvidenskaben både praktisk og samfundsmæssigt. 
Målgruppen for rapporten er andre studerende på naturvidenskabelige basistudier.  
 
Problemstillingen kan opsummeres til følgende:  
• Kan brugen af triclosan selektere antibiotikaresistente mutanter af Escherichia Coli? 
• Påvirker denne resistens disse bakteries konkurrenceevne i miljøer med forskellige 
triclosankoncentrationer?  
 
Hypotese 
Det er vist, at bakterier kan blive resistente overfor triclosan4. Vi formoder, at resisitens mod 
triclosan og visse antibiotika kan være resultat af samme mekanisme og at triclosan derfor kan 
selektere antibiotikaresistente bakterier. Desuden antager vi, at resistente bakterier vil være 
mindre konkurrencedygtige end ikke resistente.  
                                                 
4 Schweizer, H.P. (2001): Triclosan: a widely used biocide and its link to antibiotics 
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Teori 
Gennem disse afsnit bliver den relevante teori i forbindelse med forsøget gennemgået.  
Først beskrives bakteriers generelle opbygning og processerne der foregår heri. 
Dernæst gennemgås bakteriers resistensmekanismer på et generelt plan, hvorefter antibiotikas 
virkning og resistensmekanismer mod samme gennemgås. Dette gennemgås med de 
antibiotika der bruges i forsøget, som eksempler. 
Til sidst gennemgås triclosans virkemåder, targets og resistensmekanismer over for stoffet. 
Der forefindes yderligere generel teori i appendiks.  
 
Bakterier 
Bakterier er prokaryote encellede organismer5, der har stor diversitet i deres struktur og 
kemiske komposition, alt efter hvilken art de tilhører. Størrelsen varierer mellem 0,5 og 2µm. 
Bakterier er indtil nu blevet klassificeret ud fra deres fænotype og ud fra deres metabolisme. 
Dog er man begyndt at omgruppere den tidligere inddeling, idet man er i gang med at 
kortlægge genomsekvenserne for de forskellige bakterier hvor det viser sig, at bakterier der 
før har tilhørt hver sin gruppe faktisk, ligner hinanden så meget genetisk, at de burde være i 
samme klasse. I denne rapport vil vi ikke beskrive de forskellige former for klassificering, 
dog vil vi beskrive inddelingen af bakterier i henholdsvis grampositive og gramnegative 
bakterier, men kun 
fokuserer på de 
gramnegative bakterier 
som E. coli tilhører. 
Man kan generelt 
beskrive en bakterie 
som bestående af en 
cellevæg, en 
cytoplasmatisk 
membran, cytoplasma, ribosomer, et bakteriekromosom og evt. plasmider. Nedenfor er disse 
dele af bakterien uddybet nærmere. 
 
                                                 
5 Jf. Appendix 1. 
Figur 1 Bakteriens opbygning (Singleton, Paul (1999): Bacteria in biology, 
biotechnology and medicine) 
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Cellevæggen 
Cellevæggen beskytter cellen og giver cellen dens form 6. Desuden spiller cellevæggen en 
vigtig rolle ved regulering af transport af ioner og molekyler mellem bakterien og dens 
omgivende miljø, hvorfor dette er stedet for cellens kommunikation. Alt efter hvilken art der 
er tale om, varierer cellevæggen meget i tykkelse, konstruktion og komposition7. Overordnet 
inddeler man bakterier med forskellige cellevægge i 2 hovedgrupper - gram positive og gram 
negative. 
Grampositive 
Grampositive bakterier har en tyk cellevæg på 30-100nm8, som består af 40-80% komplekse 
polymere kaldet peptidoglycan. 
Disse polymere består af et netværk 
af aminosyrer og kulhydrater der er 
sat sammen i en gitterlignende 
struktur. Den grampositive cellevæg 
består, af lag på lag af 
peptidoglycan, der udvikles ved, at 
nye peptidoglycankæder bliver 
tilføjet til den cytoplasmatiske membran, hvorefter den bevæger sig ud mod cellens overflade. 
Det ældste lag bliver fragmenteret og 
spredt. 
Gramnegative 
Gramnegative bakterier har en meget 
tynd cellevæg (20-30nm) 9, der er mere 
kompliceret og biokemisk mere fleksibel 
end den grampositive cellevæg. Den 
gramnegative cellevæg består af et tyndt 
lag af peptidoglycan, hvorpå der er en 
ydre membran bestående af 
                                                 
6 Campbell, Neil A. & Reece, Jane B. (2005): Biology 
7 Singleton, Paul (1999): Bacteria in biology, biotechnology and medicine 
8 Singleton, Paul (1999): Bacteria in biology, biotechnology and medicine 
9 Gyldenholm, Arn O. (2000): Bakterier  
Figur 2 En grampositiv celle (http://www.nucleus.dk) 
Figur 3 En gramnegativ celle (http://www.nucleus.dk) 
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lipopolysacharider. Denne ydre membran gør at de gramnegative bakterier er bedre beskyttet 
mod antibiotika end grampositive, eftersom den er mindre gennemtrængelig.  
 
Den cytoplasmatiske membran 
Den cytoplamatiske membran sidder mellem cellevæggen og bakteriecellens cytoplasma. 
Denne membran består af et dobbelt lag af fosfolipider, hvori nogle specielle 
proteinmolekyler er indlejret. Nogle af disse proteinmolekyler er enzymer, der er involveret i 
syntesen af peptidoglycaner til den ydre membran. Andre er dele af transport systemer, som 
medvirker i den aktive eller passive transport af ioner og molekyler over membranen, mens 
nogle helt tredje proteinmolekyler er en del af energiproducerende systemer.  
 
Cytoplasma 
Cytoplasmaet består af en proteinholdig tyktflydende væske, hvori bakteriernes stofskifte 
foregår og hvor næring, ioner, enzymer og spildprodukter flyder rundt. Desuden findes her 
ribosomerne, plasmiderne og bakteriekromosomet samt de molekyler, der er involveret i 
synteser og vedligeholdelse af membranpotentialet.10  
 
Flageller og pili 
Flageller og pili er strukturer på celleoverfladen11 som findes på nogle bakterier. Flageller er 
lange udløbere fra celleoverfladen, som fungerer som bevægelsesorgan, hvorved bakterierne 
kan bevæge sig i en væske eller over en fugtig overflade. Pili, også kaldet fimbrier, er tynde 
korte hårlignende udløbere, der sidder fast i cellevæggen. Pilierne kan opdeles i 
adhæsionspili, der gør at bakterien kan sætte sig fast på en overflade, og sexpili, der hjælper 
bakterien til, at forbinde sig til andre bakterier. Via sexpilierne kan dele af arveanlægget 
overføres mellem bakterierne.12  
 
 
 
                                                 
10 Singleton, Paul (1999): Bacteria in biology, biotechnology and medicine 
11 Ericson, Elsy & Ericson, Thomas (2003): Klinisk mikrobiology 
12 Ericson, Elsy & Ericson, Thomas (2003): Klinisk mikrobiology 
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Bakteriekromosomet 
Bakteriers arvemateriale består af et dobbeltstrenget ringformet DNA-molekyle, der kaldes 
bakteriekromosomet. Heri ligger de grundlæggende gener, der koder for proteiner som bl.a. 
indgår i cellens stofskifteprocesser. Tre på hinanden følgende baser i DNA’et, kaldet en 
codon, koder for en aminosyre som udgør byggestenene i det færdige protein. Således 
indeholder bakteriekromosomet koden for hvordan et bestemt protein skal opbygges, og 
eftersom en stor del af cellerne består proteinener er koderne for disse essentielle.  
 
Ribosomer 
Ribosomer i prokaryoter betegnes som 70S-ribosomer og består af to underenheder, hvoraf 
den ene er stor: 50S underenhed og den anden er lille: 30S underenhed 13. Ribosomer 
beskrives ud fra deres koefficient for sedimentation, hvilket måles i Svedberg units (S)14 – jo 
højere værdi jo større er raten for sedimentation. Underenhederne består af rRNA 
(ribosomaltRiboNucleicAcid) og ribosomale proteiner. Ribosomerne er desuden stedet for 
proteinsyntesen, da de aktivt binder mRNA, der koder for informationer om proteiners 
opbygning samt tRNA, der transporterer de aminosyrer, der skal til for at danne et bestemt 
protein.15 
 
Plasmider 
Bakterier kan indeholde plasmider, som er mindre ringformede uafhængige DNA-molekyler, 
der har en størrelse som svarer til 0,1-5% af bakteriekromosomet, hvorfor de kun indeholder 
få gener. Antallet af plasmider varierer fra den enkelte bakteriecelle, og plasmider kan 
desuden eksistere og kopiere sig helt uafhængigt af kromosomet, selvom plasmidet bruger 
cellens biokemiske center til syntese af proteiner.  
Der findes mange forskellige slags plasmider og de koder ofte for, hvordan en bakterie 
tilpasser sig en bestemt livsform. F.eks. findes der F-plasmider, der tilpasser cellen til det 
miljø, den befinder sig i og R-plasmider, der indeholder koden for enzymer, der specifikt kan 
                                                 
13 Bacteria Singleton, Paul (1999): Bacteria in biology, biotechnology and medicine 
14 Bemærk enheden er ikke additiv, dvs. 50S + 30S er ikke 80S. 
15 Jf. Appendix 2 
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nedbryde bestemte antibiotika.16 Eftersom plasmider kan overføres fra en bakterie til en 
anden, endog mellem bakterier af forskellig art, kan F-plasmiderne sørge for bakteriernes 
overlevelse, på trods af en ændring i miljøet, mens R-plasmiderne kan udbrede resistens for 
bestemte antibiotika. Denne kombination giver alvorlige problemer i behandlingen af 
sygdomme forsaget af patogene bakterier.  
Den bakteriestamme af E. coli vi benytter, indeholder ikke plasmider. Vi er interesserede i, at 
undersøge resistens ved påvirkning af triclosan. I og med at plasmider kan overføres 
forholdsvis let fra en bakterie til en anden, vil det være sværere, at undersøge bakterier, der 
indeholder plasmider, under kontrollerede forhold.  
 
Formering og overførelse af arvemateriale 
Bakterier deler sig ved en aseksuel proces kaldet binærfission. Ved binærfission dannes to nye 
identiske bakteriekromosomer ved replikation ud fra det oprindelige bakteriekromosom, 
hvorfor de to datterceller vil være genetisk ens.17 
Gener kan, som tidligere nævnt, overføres fra en bakterie til en anden. Dette kan ske ved en af 
de følgende måder:18  
Transformation: 
Bakterien kan optage frit arvemateriale fra miljøet/omgivelserne. Når bakterien dør, 
nedbrydes hele bakterien, bortset fra DNA’et. Dette kan ikke nedbrydes, med mindre der er 
DNAaser tilstede. Under særlige kemiske forhold kan fysiologiske ændringer i bakteriers 
cellemembran forsage, at det frie DNA kan optages af en anden bakterie og blive en del af 
bakteriens kromosom eller det kan optræde som frit plasmid i bakteriens cytoplasma. Dvs. 
bakterierne behøver ikke at have direkte kontakt, i hverken tid eller sted. 
Konjugation: 
Et plasmid eller en DNA-streng kan overføres fra en bakterie til en anden, hvis de to bakterier 
hænger fysisk samme via sexpili. DNA-strengene kopieres således, at både donor og recipient 
bakterier indeholder en kopi af plasmidet. Dette forekommer oftest, hvor der er mange 
bakterier på en gang, altså i næringsrige miljøer. Dette kaldes horisontal spredning.  
                                                 
16Campbell, Neil A. & Reece, Jane B. (2005): Biology 
17 Jf. Appendix 3 
18 Andersen, Sigrid (1999): Antibiotika Resistens, s. 27-29 
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Vertikal spredning finder sted, når arvemateriale videregives fra generation til generation.  
Transduktion: 
Transduktion er overførsel af DNA-stykker via bakteriofager, som er små viruspartikler der 
kan hæfte sig til bakterierne og overføre virus DNA til cellerne. Denne form for genoverførsle 
tillægges ingen betydning i forhold til resistensproblematikken og uddybes derfor ikke 
nærmere. 
 
Effluxpumperne 
Effluxpumper sidder i cellemembranen og fjerner komponenter fra cytoplasmaet, som opløses 
i fedtfasen af membranen19. Effluxpumper har som egenskab, at uddrive en række af 
kemikalier, og indgår derfor som en del af en fysiologisk proces, der tillader vedligeholdelsen 
af homeostase inden i bakteriens celle. Bakterier har forskellige effluxpumper20 som er i stand 
til at pumpe et bredt udsnit af stoffer ud af cellen. Disse efflux kan inddeles i 5 
hovedgrupper21: RND (resistance nodulation cell division), MFS (major facilitator 
superfamily), SMR (small multidrug resistance), ABC (ATP binding cassette) og MATE 
(multidrug and toxic compound extrusion) 
 
Escherichia coli 
Escherichia coli er en gramnegativ bakterie, der lever i bl.a. menneskets tyktarm, hvor den 
beskytter mod udefrakommende bakteriesygdomme22. Den producerer coliciner, som er en 
form for antibiotika, der slår andre bakterier ihjel. Den er stavformet og bevæger sig ved 
hjælp af flageller. Den har fimbrier, som giver den evne til, at fæstne sig på slimhinder.23 
 
Resistens 
Resistens er evnen til, at modstå effekten af kemoterapeutiske stoffer som normalt er 
væksthæmmende eller dræbende. Hvis bakterier udsættes for kemoterapeutiske stoffer, vil de 
bakterier, der overlever brugen af disse, dele sig og senere udkonkurrere den resterende 
                                                 
19 Bryskier, André (2005): Antimicrobial agents, s. 1054-1056 
20 Schweizer, H.P. (2001): Triclosan: a widely used biocide and its link to antibiotics 
21 Schweizer, H.P. (2001): Triclosan: a widely used biocide and its link to antibiotics  
22 Sussman, Max (1997): Mechanisms of virulence, s. 30 
23 Ericson, Elsy & Ericson, Thomas (2003): Klinisk microbiology, s. 65 
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bakteriepopulation. Dette vil resultere i, at hele bakteriesamfundet i teorien vil ende med, at 
være resistent overfor de pågældende antibiotika. Brugen af antibiotika kan således medføre 
selektion af resistente bakterier24. Dette er især et stort problem i hospitalsmiljøet, da den 
resistente andel af bakterier er højere hos bakteriepopulationer isoleret fra patienter end fra 
den generelle befolkning.25 For eksempel påbegyndtes i 1945 en omfattende behandling af 
Shigella-infektioner i Japan. Til dette formål benyttedes sulfonamidestoffer. Efter 5 år 
observeredes det, at 80-90 % af stammer, isoleret fra hospitalsmiljøet, var resistente26. Et 
andet eksempel på konsekvenserne af antibiotikaforbrug er, at hyppigheden af 
penicillinresistens hos den Gonoré-forsagende bakterie Neisseria gonorrhoeae gennem de 
seneste par år har været ca. 40 %. Dette er en medvirkende faktor til, at man må opdatere 
behandlingsformen for Gonoré hvert år.  
Brug af kemoterapeutiske stoffer kan medføre, at bakterier bliver resistente, ikke blot overfor 
det specifikke stof, men også over for andre stoffer.  
 
Resistens er ikke noget man kan fremtvinge hos bakterier, men derimod en egenskab der kan 
opstå ved mutation i arvematerialet. En mutation er en ændring eller omdannelse af DNA 
eller RNA i cellen. Mutationer kan forekomme spontant som følge af ydre påvirkninger 
(f.eks. stråling og kemikalier) eller skyldes kopieringsfejl i det genetiske materiale under 
celledeling.27 Der findes forskellige former for mutationer. Nogen er til gavn for bakterien, 
mens andre leder til en mindre effektiv reproduktion. En mutation der resulterer i, at bakterien 
er resistent overfor antibiotika, kan f.eks. skyldtes en modifikation af target. Når et 
antibiotikum indtræder i bakterien, kan en mutation ændre på fx et enzym i target, således at 
det pågældende antibiotikum bliver inaktivt, mens targets funktion vedligeholdes.28 
Hvis et eksistentielt enzym er blevet inaktivt pga. en mutation hæmmer det ofte reproduktion 
hos bakterien.29 
                                                 
24 Andersen, Sigrid (1999): Antibiotika Resistens, s. 24 
25 Betina, Vladimir (1983): The chemistry and biology of antibiotics, s 452 
26 Betina, Vladimir (1983): The chemistry and biology of antibiotics, s 432 
27 Wolsing, Martin & Gasbjerg, Peder (2005): Biolex 
28 Betina, Vladimir (1983): The chemistry and biology of antibiotics, s 439 
29 Betina, Vladimir (1983): The chemistry and biology of antibiotics, s 434  
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Bakterier kan også overføre resistensgener via. konjugation, transformation og transduktion. 
Der er flere forskellige måder, hvorpå man kan klassificere resistens. Vi har valgt følgende:  
 
• Nedsat akkumulering af antibiotika i bakterien.  
Mængden af antibiotika i cellen nedsættes ved, at bakteriens cellevæg og membran 
bliver mindre gennemtrængelig eller ved øget effluxaktivitet. 
Når antibiotika skal gennemtrænge cellevæggen skal det igennem porer der sidder i 
den ydre membran. Modifikationer af proteiner der danner porerne, kan ændre på 
størrelsen og resultere i eksklusion af antibiotika.30 
 
Effluxpumper i bakteriens membran kan aktiveres når uønsket stof, såsom antibiotika, 
kommer ind i bakterien via diffusion. Dette resulterer i aktiv udpumpning af det 
pågældende stof, hvorved bakterien opnår en højere tolerance overfor stoffet.  
Et eksempel på dette er, at tetracycline strømmer ind i en bakterie og under normale 
omstændigheder akkumuleres, således at proteinsyntesen hæmmes og bakteriens dør. 
Hos resistente bakterier med øget efflux aktivitet pumpes tetracycline derimod ud 
igen, inden koncentrationen bliver hæmmende for proteinsyntesen.31      
 
• Inaktivering af antibiotika. 
Bakterier kan producere specifikke enzymer, der kan inaktivere eller modificere 
antibiotika, der er på vej ind eller er i cellen. Et eksempel er bakterier der indeholder 
enzymet chloramphenicol hydrolase, som spalter chloramphenicol til mindre 
molekyler under optagelse af vand. Derved bliver antibiotikumet uskadeliggjort.32 Et 
andet eksempel er ved indtrængning af et β-lactamt antibiotikum, hvor bakterien kan 
danne enzymer, der nedbryder β –lactam-ringene, der binder antibiotikum sammen og 
derved uskadeliggør det33.   
 
                                                 
30 Bryskier, André (2005): Antimicrobial agents, s. 204 
31 Betina, Vladimir (1983): The chemistry and biology of antibiotics, s. 440 
32 Betina, Vladimir (1983): The chemistry and biology of antibiotics, s. 445-446  
33 Betina, Vladimir (1983): The chemistry and biology of antibiotics, s. 442  
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• Ændring af angrebssted 
En resistensmekanisme kan forekomme ved en mutation i genet som koder for 
antibiotikummets specifikke target. Dette medfører en ændring af target, f.eks ved 
substitution, hvor en aminosyre i et enzym ændres, så antibiotikummet ikke længere 
kan binde sig.   
 
Antibiotika 
Antibiotika kan slå mikroorganismer ihjel eller hæmme deres vækst ved følgende 
mekanismer34:  
• Hæmme dannelsen af cellevæg  
• Hæmme proteinsyntesen  
• Ødelægge cellemembranens funktion  
• Hæmme dannelsen af DNA og RNA.     
 
Antibiotika er delt op i klasser, efter hvilke typer bakterier, de er effektive imod. Disse klasser 
kan også grupperes sådan, at en række klasser har en af ovenstående virkninger. 
Grunden til at antibiotika i lave koncentrationer kun er skadelig for bakteriecellen er de 
grundlæggende forskelle i stofskifteprocesser og på cellestrukturer mellem prokaryote celler 
og den eukaryote menneskecelle.35 Eksempelvis udnyttes differentieringen mellem 
bakteriernes 70S-ribomer og eukaryoternes 80S-ribosomer, når der skal udvikles 
proteinsyntesehæmmende antibiotika. For de antibiotika, der har DNA- eller RNA-syntesen 
som target, udnyttes det, at nukleinsyrene i den eukaryote celle er indkapslet i en cellekerne. 
De antibiotika vi bruger til vores forsøg, har vi valgt ud fra en række overvejelser. Vi skulle 
gerne have et udvalg af antibiotika, der både er effektive mod E. coli, men hvor der samtidig 
er en sandsynlighed for, at netop de mutationer der gør bakterier triclosanresistente, også gør 
dem resistente over for pågældende antibiotika. Vi vil her beskrive de overvejelser, vi har 
haft, om de enkelte antibiotika. 
                                                 
34 Betina, Vladimir (1983): The chemistry and biology of antibiotics, s. 443  
35 Jf. appendix 1. 
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Vi vil også kigge på resistensmekanismerne over for de pågældende antibiotika, hvor vi vil 
tage udgangspunkt i de 3 mekanismer som står beskrevet tidligere. Resistens opnået ved 
overførsel af plasmider, vil vi ikke kigge på, da vi arbejder med en plasmidfri stamme. 
 
Aminoglykocider 
I denne gruppe bruger vi de fire antibiotika: streptomycin, spectinomycin, kanamycin og 
anisomycin. Aminoglykocider hæmmer proteinsyntesen ved at sætte sig på ribosomets 30S 
underenhed, og sørger for at tRNA fejllæses.36 
Resistensmekanismer i form af target mutationer ses oftest hos streptomycin, men 
forekommer dog kun sjældent. Grundet aminoglykociders individuelle target-sites rammer 
denne form for resistens kun det enkelte antibiotikum og ikke hele aminoglykocidgruppen, 
men i de fleste tilfælde udvikles en høj tolerance over for det pågældende antibiotikum. For 
de fleste aminoglykocider skal der dog mere end én mutation til for, at opnå høj tolerance. 
Nedsat akkumulering af aminoglykocider forekommer oftest ved target mutationer. 
Mutationer der påvirker den aktive transport af aminoglykocid gennem den cytoplasmiske 
membran formindsker ophobningen af aminoglykocider i cellen.37 
Øget effluxaktivitet spiller også en stor rolle med hensyn til nedsat akkumulering af 
aminoglykocider i cellen, da aminoglykocider påvirkes af mange forskellige effluxpumper. 
Årsagen til dette, er formentlig at aminoglykocider er særdeles hydrofile.38 
Aminoglykocider påvirkes således af effluxpumper fra både MFS, MATE og RND-
familien.39 
Opnås denne form for resistens over for et antibiotikum i aminoglykocid-gruppen er 
mekanismen effektiv overfor hele gruppen. 
 
 
                                                 
36 Jf. appendix 2. 
37 Bryskier, André (2005): Antimicrobial agents, s. 458-459 
38 Bryskier, André (2005): Antimicrobial agents, s. 1073 
39 Bryskier, André (2005): Antimicrobial agents, s. 1057 
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Inaktivering af aminoglykocider, ved hjælp af enzymer, er den hyppigst forekommende 
resistensmekanisme. Der er tre former for enzymer, der modificerer aminoglykocider: 
1) Phosphotransferase (APH) 
2) Nucleotidyltransferase (ANT) 
3) Acetyltransferase (AAC) 
Disse er igen inddelt i underklasser alt efter hvilken del af aminoglykociderne de 
modificerer.40 
 
Penicilliner 
Fra denne gruppe bruger vi ampicillin. 
Penicilliner er β-lactame antibiotika. Et β-lactamt antibiotikum kan binde sig til 
transpeptidase, der er det enzym der binder peptidoglycankæderne sammen i en gitterstruktur 
i cellevæggen. Når antibiotikummet er bundet til enzymet, kan enzymet ikke længere udføre 
sin funktion. Hermed ødelægges cellevæggens gitterstruktur, og cellen bliver meget svagere. 
De β-lactame antibiotika er oftest mest effektive mod grampositive bakterier, da deres 
cellevæg kun består af peptidoglycangitteret. Dog er der udviklet en del penicilliner der kan 
trænge igennem de gramnegative bakteriers lipopolysakkaridlag, og som derfor er 
bredspektrede. Ampicillin er et af dem. 
Derudover er ampicillin resistent over for det enzym (β-lactamase41) der ødelægger 
antibiotikummets β-lactame ring, der ellers er en normal forsvarsmekanisme over for netop β-
lactame antibiotika. 
Resistens over for penicilliner kan også være efflux-relateret. 
 
Cephalosporiner 
Cephalosporiner er en del af den undergruppe der hedder cephemer. Fra denne gruppe 
benytter vi cephalexin. 
Cephalosporiner hører også under gruppen af β-lactame antibiotika. Cephalosporiners 
opbygning gør dog, at de generelt er mere effektive mod gramnegative bakterier end 
                                                 
40 Bryskier, André (2005): Antimicrobial agents, s. 459 
41 β-lactamase kodes af gener fra både R plasmider, kromosomer og transposoner 
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ampicilliner. Cephalosporiner gøres stadig mere effektiv mod gramnegative bakterier, for 
hver ny generation cephalosporiner der laves. Cephalexin hører til den første generation. 
Cephalexin er β-lactamase følsom, men har dog en smule stabilitet. Bakterier kan dog stadig 
blive resistente ved effluxmekanismer. 
 
Tetracycliner 
Fra denne gruppe bruger vi tetracycline. Tetracycliner hæmmer proteinsyntesen forskellige 
steder i translokationen ved, at forhindre sammenslutningen af tRNA og ribosomer i 
bakteriecellen. Tetracykline binder sig til ribosomets 30S underenhed, og forhindrer 
transkription to forskellige steder.42  
Ved lave koncentrationer hæmmer tetracycline aminoacyl tRNA syntetase, hvilket er det 
enzym der binder en aminosyre til tRNA, således at det bliver en aminoacyl-tRNA og klar til 
elongation. 
Ved høje koncentrationer hæmmer tetracycline peptidyl transferase, der er det enzym der 
binder aminosyren fra aminoacyl-tRNA til mRNA.43  
For at tetracyclinerne kan nå deres target i E. coli, skal molekylerne først trænge igennem E. 
colis to membraner. Den yderste membran kan passeres gennem OmpF og OmpC-sluserne, 
hvor komplekse tetracylinkationer forbindelser tiltrækkes til den anden side af membranen. 
Dette fører til en akkumulering af ion-antibiotika forbindelser i periplasmaet mellem de to 
membraner. Her dissocierer tetracyclinerne formentlig fra metal-ionerne, og da tetracycliner 
er lettere lipofile vil de trænge gennem den indre membran bestående af lipider.44  
 
Resistens overfor tetracycline skyldes primært øget effluxaktivitet, oftest fra MFS-familien, 
men da disse er specifikke overfor tetracycliner, har disse ingen betydning for os. Til gengæld 
deler tetracycline effluxpumpe med triclosan i RND-familien, nemlig den pumpe der i E. coli 
kodes af acrAB med navnet AcrAB. Denne reguleres også af regulatoren MarA (homolog 
                                                 
42 Chopra, I. & Roberts, M. (2001): Tetracycline Antibiotics: Mode of Action, Application…  
43 Det protein der skal produceres starter med den af mRNA der hedder fMet. FMet er ’låst’ i den ene ende, 
sådan at den ikke kan danne peptidbånd der. 
44 Chopra, I. & Roberts, M. (2001): Tetracycline Antibiotics: Mode of Action, Application…  
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med SoxS), der også nedregulerer syntesen af OmpF-sluserne, der netop er et af de steder 
tetracycliner trænger ind i bakterien.45 
 
Ansamyciner 
Rifampicin er et semi-syntetisk antibiotika fra gruppen ansamyciners undergruppe 
rifamyciner. Hos prokaryote bakterier hæmmer den RNA-polymerase, ved at sætte sig på 
enzymets β-underenhed, der er den del af enzymets underenheder, der katalyserer RNA-
syntesen. 
Rifampicin er generelt ikke så effektiv mod gramnegative bakterier, da det ikke kan trænge 
igennem deres lipopolysakkaridlag. Det er dog meget effektivt mod E. coli, da dens RNA-
polymerase er stærkt påvirkeligt af rifampicin.46 
Resistens for rifampicin sker pga. kromosomale mutationer. Ved mutation bliver nogle 
basesekvenser udskiftet således, at rifampicin ikke kan binde sig til RNA-polymerase.  
 
Phenicoler 
Chloramphenicol er det eneste antibiotika vi bruger fra denne gruppe47 
Chloramphenicol blokerer peptidyltransferasen. Den sætter sig på 50S underenheden af 
centret for peptidyltransferase på ribosomet. 
Resistens kan findes i cat-genet, der koder for chloramphenicol acetyl transferase, eller mere 
interessant ved en kromosomal ændring, der koder for efflux48. 
 
Triclosan 
Triclosan er et ikke-ioniseret, upolært stof med 
molekyleformlen C12H7Cl3O2 og det systematiske navn 2,4,4’-
trichloro-2’-hydroxydiphenylether. Det er meget svært 
opløseligt i vand, men til gengæld opløses stoffet let i de fleste 
                                                 
45 Bryskier, André (2005): Antimicrobial agents, s. 1069 
46 Bryskier, André (2005): Antimicrobial agents, s. 912-913 
47 Bryskier, André (2005): Antimicrobial agents, s. 926 
48 Madigan, Michael T., Martinko, John M. (2003): Biology of Microorganisms, s. 693,  
Figur 4 Triclosans molekylære
opbygning 
(http://www.answers.com/) 
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organiske opløsningsmidler så som ethanol, samt stærkere basiske opløsningsmidler som 
NaOH.49 
 
Triclosan betegnes som et biocid med antibakterielle, antifungale og antivirale egenskaber. 
Det har en høj aktivitet, som bevirker en lav Minimum Inhibitory Concentration (MIC) hos 
flere bakteriearter. Triclosan er et syntetisk stof med en høj grad af kemisk stabilitet. 
 
Triclosans virkemåder 
Triclosan blev i starten opfattet som en antimikrobiel agent, der rettede et bredspektret angreb 
mod bakteriecellen. I midlertidig har ny forskning50 foreslået at triclosan også er specifikt 
rettet mod et bestemt target i bakteriecellen.  
 
1. Bredspektret angreb mod bakteriecellen 
Triclosan virker som et ikke-specificeret biocid ved at påvirke bakteriecellens 
membranstruktur og funktioner gennem flere angreb på cellen. Det bredspektrede angreb 
menes at være rettet mod flere intracellulære processer, ex. protein- og RNA-syntesen,51 samt 
flere mekanismer som påvirker cellemembranen, og medføre, at cellen lyserer.52 
 
2. Specifikt rettet mod lipidsyntesen 
I 1998 blev det første gang beskrevet, hvordan triclosan angriber et specifikt target i 
bakteriecellen.53 Triclosan hæmmer enoyl reductase, som er et essentielt enzym i 
lipidsyntesen.54 Triclosan efterligner enzymets naturlige substrat og blokerer dermed den 
aktive del af enzymet, som indgår i lipidsyntesen. Da lipider er essentielle for opbygningen at 
bakteriens cellemembram og samtidig repræsenterer en vigtig form for metabolisk energi,55 
vil hæmningen af enyol reductasen medføre, at bakteriecellens membranstruktur 
destabiliseres og at reproduktionen nedsættes.  
                                                 
49 Jf. Appendix 4. 
50 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Triclosan targets lipid synthesis  
51 Schweizer, H.P. (2001): Triclosan: a widely used biocide and its link to antibiotics  
52 Russel, A.D (2004): Whither triclosan? 
53 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Triclosan targets lipid synthesis 
54 Russel, A.D (2004): Whither triclosan?  
55 Perozzo, R. et al. (2002): Structural Elucidation of the Specificity of the Antibacterial Agent Triclosan… 
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Hypoteser fremlægger, at især ved høje koncentrationer af triclosan, menes det bredspektrede 
angreb at være stoffets afgørende biocidale egenskab.56 Samtidig har undersøgelser vist, at 
cellelysering kræver meget højere doser af triclosan end der kræves for at stoppe bakteriens 
vækst. Mens en nedsættelse af vækstfrekvensen med 50 % for en vild-type E. coli krævede en 
triclosankoncentration på 0,15µg pr. ml, skulle samme bakterie-koloni udsættes for 8µg pr. ml 
for at lysere.57 Dvs. at cellelysering i dette tilfælde, krævede over 50 gange højere 
koncentration af triclosan.  
Man kunne derfor forvente, at det kun er ved lavere triclosankoncentrationer, at hæmningen af 
enyol reductasen spiller en betydende rolle for biocidets virkemåde ved at nedsætte bakteriens 
vækstfrekvensen. 
 
Resistensmekanismer over for triclosan 
Resistensmekanismerne kan give bakteriecellen en selektiv fordel i miljøer med triclosan, 
hvor resistensen kan udgøres af en eller flere ændrede funktioner i cellen som øger bakteriens 
modstandsdygtighed overfor biocidet.   
 
Øget ekspression af Effluxpumper  
I bakteriecellens membran findes forskellige typer af aktive effluxsystemer, som ved 
energikrævende processer, pumper stoffer ud gennem kanaler i membranen. 
Triclosanresistensen menes, at skyldes efflux pumper der tilhører RND-familien.58  Da 
pumperne er ”multidrug” transporterende, kan man formode, at mutanter med øget 
effluxaktivitet, vil medføre lavere følsomhed overfor mange stoffer. 
I den gramnegative E. coli menes den kromosom-kodede efflux AcrAB, at være årsagen til 
nedsat modtagelighed overfor flere forskellige stoffer, heriblandt triclosan. Regulationen af 
genet acrAB, som koder for den aktive efflux AcrAB, er blandt andet styret af regulatoren 
MarA. Marlocus’et findes i mange bakteriearter og kan regulere op til 60 kromosomgener.59  
                                                 
56 Russel, A.D (2004): Whither triclosan? 
57 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Triclosan targets lipid synthesis 
58 Schweizer, H.P. (2001): Triclosan: a widely used biocide and its link to antibiotics. 
59 Bloomfield, S.F., Exner, M. (2003): Biocide usage and antimicrobial resistance in home settings: an update  
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Ydermere kan ændringer i soxS-genet, som koder for en MarA homolog, medvirke til en 
positiv regulering af acrAB genet.60 
Det er vist, at en øget ekspression af effluxen AcrAB i E. coli, hvad enten det skyldes en 
mutation i marA, soxS og acrAB, producerer triclosanresistens E. coli.61  
Effluxpumperne har en bredspektret substratspecifitet, hvor bl.a. triclosan er et substrat for 
flere RND efflux-pumper.62 Dette kan betyde at de bakteriecellemutanter, som har en øget 
aktivitet i effluxpumperne og dermed lavere modtagelighed over for triclosan, får en 
selektionsmæssig fordel når bakterierne udsættes for biocidet. Den øgede udfoldelse af 
effluxpumperne kunne man formode også ville mindske bakteriens modtagelighed overfor 
andre biocider og antibiotika.  
 
Target mutationer  
Da triclosan menes at hæmme enyol reductasen, der er et essentielt enzym i lipidsyntesen, kan 
en ændring i dette specifikke target medføre, at bakteriens modtagelighed over for triclosan 
nedsættes. En sådan ændring er baseret på en eller flere mutationer i fabI-genet som bl.a. 
koder for enyol reductasen. Da andre terapeutiske agenter deler dette target med triclosan,63 
kan en triclosan-medieret ændring af target betyde, at bakterien også er mindre modtagelige 
overfor disse agenter.  
 
Man kunne forestille sig to mulige mutationsscenarier for bakteriecellen. For det første kan en 
mutation i fabI-genet bevirke, at enyol reductasens kemiske form ændres, hvorved triclosan 
ikke længere kan binde sig til enzymets aktive del. Disse modifikationer i enzymet kan have 
den uheldige bevirkning, at enzymets naturlige substrat, som triclosan efterligner, ikke 
længere kan danne enzymsubstratkompleks og derfor vil lipidsyntesen alligevel i nogen grad 
være hæmmet.  
                                                 
60 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Overexpression of marA, soxS andor acrAB, produces 
resistance to triclosan in (…) Escherichia coli  
61 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Overexpression of marA, soxS andor acrAB, produces 
resistance to triclosan in (…) Escherichia coli 
62 Schweizer, H.P. (2001): Triclosan: a widely used biocide and its link to antibiotics 
63 Bloomfield, S.F., Exner, M. (2003): Biocide usage and antimicrobial resistance in home settings: an update  
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Man kunne også forestille sig, at en mutation i fabI-genet eller i fabI-regulator gener vil 
bevirke en øget produktion af enyol reductasen, hvorved der vil være flere enzymer til at 
gennemføre lipidsyntesen. 
 
Undersøgelser hvor E. coli blev udsat for triclosan har vist, at forskellige mutationer i fabI-
locus, vil resultere i forskellige grader af tolerance overfor triclosan.64 En enkelt mutation i en 
bestemt codon i fabI-locus, som medførte ændring i en enkelt aminosyre i enyol reductasen, 
gjorde at bakteriemutanten havde en MIC-værdi der var 95 gange højere end vildtype E. coli 
bakterien. Den nævnte aminosyreændring bevirkede at enyol reductasens kemiske struktur 
ændredes, hvilket medførte at triclosan ikke kunne binde sig til target. 
Andre aminosyreændringer i enyol reductasen baseret på mutationer i fabI-genet, øgede 
mutantens MIC-værdi fra 3.1 til 12.2 gange i forhold til vild-typen.65  
Endvidere viste undersøgelserne, at den mest triclosan-resistente E. coli kunne overleve 
meget høje triclosankoncentrationer (256µg/ml) i forhold til vildtypen der lyserede allerede 
ved 8µg/ml.66 Dette indikerer, at en mutation i fabI-genet gør bakteriecellen mere 
modstandsdygtig overfor høje triclosankoncentrationer, hvor det menes at være biocidets 
bredspektrerede angreb på cellen som medfører lyseringen. Andre undersøgelser har påpeget, 
at en øget ekspression af effluxpumperne er vigtigere i denne sammenhæng.67  
 
Enzymatisk nedbrydning 
Den sidste mulige resistensmekanisme menes, at være bakterieceller, der er i stand til at 
nedbryde triclosan ved enzymatiske processer.68 Nogle få bakteriearter er i stand til, at 
mineralisere triclosan, hvorved stoffets toksiske virkninger negligeres. Denne mekanisme er 
dog stadig kun påvist ved nogle få arter, hvor E. coli ikke er iblandt. 
Da de forskellige cellulære ændringer, hhv. øget expression af efflux og target modifikationer, 
giver bakteriecellen forskellige grader af tolerance overfor triclosan, bliver det muligt at give 
                                                 
64 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Triclosan targets lipid synthesis 
65 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Triclosan targets lipid synthesis 
66 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Triclosan targets lipid synthesis 
67 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Overexpression of marA, soxS andor acrAB, produces 
resistance to triclosan in (…) Escherichia coli 
68 Schweizer, H.P. (2001): Triclosan: a widely used biocide and its link to antibiotics 
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et kvalificeret bud på resistensmekanismerne. Senere i denne rapport gives, ud fra de udførte 
forsøg, et empirisk bud på, hvilken resistensklasse den enkelte resistensmekanisme tilhører. 
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Metode 
Forsøget var delt op i 6 forskellige delforsøg: MIC-bestemmelse, isolering af resistente 
bakterier, klassificering af resistenstype, antibiotikaforsøg, vækstfrekvensforsøg, samt et 
konkurrenceforsøg.   Under hvert delforsøg gøres der rede for formålet og forsøgsmetoden. I 
appendix 6 findes logbogen for forsøget til brug for uddybelse og evt. rekonstruktion. 
 
MIC-bestemmelse 
Formålet med MIC-bestemmelsen af bakteriestammen var, at finde den triclosankoncentration 
der skulle tilsættes, for effektivt at hæmme bakteriernes vækst med 99,9 %, og dermed også 
den koncentration der skulle bruges for senere hen, at opdyrke resistente bakterier. 
Forsøget startede med at foretage en renstrygning af stambakterien af E. coli: ALO1825 = 
MG 1655.69 Denne bakteriestamme var en plasmidfri vildtype. Der blev lavet en 
overnatskultur af vildtypen, ved at overføre en enkelt koloni til et flydende vækstmedie (LB-
væske), da vi derved sikrede os at få en bakteriekultur med samme arvemateriale. Der kunne 
dog være en vis usikkerhed ved denne metode, da vi ikke kunne være 100 % sikre på kun at 
udtage en enkelt koloni. Herefter podedes noget af overnatskulturen ud på forskellige LB-
plader indeholdende triclosankoncentrationer: 0,005µg/ml; 0,01µg/ml; 0,02µg/ml; 0,04µg/ml; 
0,08µg/ml; 0,16µg/ml; 0,32µg/ml; 0,64µg/ml. Da der blev arbejdet med små mængder af 
triclosan, kunne det tænkes, at disse koncentrationer var lidt upræcise.  
Usikkerheden med hensyn til koncentrationerne var en gennemgående faktor i alle forsøgene. 
En anden gennemgående faktor var også muligheden for kontamineringer af vores 
bakteriekulture. 
Efter en nat i 37° C kunne resultatet af MIC-betemmelsen observeres. Denne blev fastsat til 
en triclosankoncentration på 0,64µg/ml. 
 
Isolering af resistente bakterier 
Formålet med at isolere triclosanresistente bakterier er senere hen, at kunne undersøge om 
triclosanresistens evt. også medfører resistens overfor antibiotika.  
                                                 
69 Guyer et al 1981 
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Da det fra forrige forsøg vides, at MIC-værdien for E. coli er 0,64µg/ml, måtte de kolonier der 
alligevel voksede på 0,64µg/ml-plader være triclosanresistente. Derfor podedes 100 gange så 
mange bakterier som i MIC-forsøget ud på 7 agarplader indeholdende 
triclosankoncentrationen 0,64µg/ml. Dermed skulle der være en chance for, at nogle få 
kolonier voksede op.  
Der blev lavet kontrolplader af overnatskulturen ved, at pode denne på rene LB-plader, for at 
kunne fastslå hvor mange bakterier der er pr. ml. Dette resultat blev brugt til at beregne 
mutationsfrekvensen. 
Da vi kun lavede kontrolforsøg på to plader vil der være en usikkerhed omkring den 
udregnede koncentration. Dette gjaldt også for det senere forsøg: klassificering af 
resistenstyper. 
Dagen efter blev pladerne taget ud af varmeskabet, og det blev observerede, at der var 
opvokset mellem 10 og 25 E. coli-kolonier pr. plade. Der blev i alt udtaget 40 kolonier, og 
disse blev renstrøget på nye LB-plader med en triclosankoncentration på 0,64µg/ml. Dette 
blev gjort for, at tjekke om disse kolonier virkelig var resistente. På disse plader blev det 
dagen efter konstateret, at 6 af de renstrøgne kolonier ikke var E. coli-bakterier, men 
kontamineringer af andre bakterier. 16 af de renstrøgne kolonier var slet ikke vokset op, 
hvilket betyder at de alligevel ikke var resistente. De resterende 18 kolonier var vokset pænt 
op. Disse 18 kolonier blev flyttet til hver sit flydende medie med triclosankoncentrationen 
0,64µg/ml, for at sikre os at de ikke muterede den anden vej igen. 
 
Klassificering af resistenstyper 
De resistente bakteriekolonier blev i dette forsøg opdelt efter lav og højresistens overfor 
triclosan. Formålet var bl.a. at undersøge om allerede resistente bakterier havde lettere ved, at 
mutere til en højere resistensklasse. Derfor kom alle bakteriekulturer på LB-plader med 
triclosankoncentrationer, der var højere end MIC-værdien; dvs. 1,28µg/ml og 2,56µg/ml. I 
mellemtiden var antallet af resistente kloner reduceret til 16, da klon 3 og 18 var 
kontamineret.  
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Dagen efter blev pladerne taget ud af inkubatoren og observeret. Da der var vokset kolonier 
op på pladerne med en triclosankoncentration på 2,56µg/ml, blev nogle af disse opdyrket til 
senere forsøg.  
 
Antibiotikaresistens 
Formålet med forsøget var at undersøge om ni af de frembragte bakteriekloner, der var 
resistente overfor triclosan, også var resistente overfor ni forskellige antibiotika: 
Nummer Navn Stamopl. Konc Opløst i 
1 Streptomycin 50 mg/ml H2O 
2 Spectinomycin 50 mg/ml H2O 
3 Tetracyclin 10 mg/ml Ethanol 
4 Ampicilin 100 mg/ml H2O 
5 Chlorampenicol 10 mg/ml Ethanol 
6 Kanamycin 50 mg/ml H2O 
7 Cephalexin 3,6 mg/ml H2O 
8 Rifampicin 30 mg/ml H2O 
9 Anisomycin 20 mg/ml Ethanol 
 
Der blev først lavet et pilotforsøg for at sørge for, at koncentrationerne af de forskellige 
antibiotika dannede en passende klaringszone med en diameter på ca. 2cm. Dette blev gjort 
ved at komme hvert antibiotikum i forskellige fortyndinger på plader podet med vildtype 
MG1655 E. coli. Dagen efter blev de koncentrationer, der gav de ønskede klaringszoner, 
bestemt.  
Ved at tage en disk, lægge den ned i stamopløsninger med antibiotika i de valgte fortyndinger 
og derefter lægge den oven på en plade med bakterier, spredte antibiotikaopløsningen sig og 
lavede en graduering i en ring rundt om disken. Størrelsen af denne ring afhang af bakteriens 
følsomhed overfor det pågældende antibiotikum. Hvis bakterien var resistent, voksede 
kolonierne helt tæt op ad disken.   
Der blev udvalgt 9 kloner, hvoraf der blev lavet overnatskulturer. Heraf var der 4 
højresistente: 5, 4a, 7a og 9a og 5 lav-resistente: 4,7, 8, 9, 15. Hver overnatskultur blev pladet 
ud på LB-plader og derefter blev diske, indeholdende forskellige stamopløsninger af de ti 
antibiotika, lagt på pladerne. Dagen efter kunne de forskellige klaringszoner på pladerne 
iagttages. Disse klaringszoner blev målt med en lineal for at finde diameteren, så man kunne 
sige hvor effektive de forskellige antibiotika havde været i forhold til hinanden. Der kan være 
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en måleusikkerhed ved klaringszonerne, da nogen af antibiotikaopløsningerne var så 
fortyndede at de flød ud på pladen, og dermed ikke dannede en harmonisk klaringszone.  
 
Vækstfrekvensforsøg 
Væksthastigheden for de 9 resistente kloner (4a, 4, 5, 7, 7a, 8, 9a, 9, 15) + vildtype MG1655 
ønskedes målt. Formålet var, at det senere skulle kunne diskuteres hvorvidt resistensen 
hæmmede bakteriens væksthastighed. Væksthastigheden blev fundet vha. et spektrofotometer, 
hvor absorptionkoefficienten af overnatskulturene i forhold til en reference bestående af ren 
LB-væske måltes. Absorptionskoefficienten er et udtryk for, hvor meget lys en bakteriekultur 
i LB absorberer i forhold til ren LB, og da bakterier absorberer mere lys end ren LB, er en høj 
absorptionskoefficient et udtryk for en høj tæthed af bakterier. Der blev foretaget målinger 
hvert 20 minut i 380 minutter.  
Der er lidt måleusikkerhed ved denne metode, da bakterierne var kommet i kold LB-væske og 
derfor ikke voksede optimalt i starten af forsøget. 
 
Konkurrenceforsøg 
Formålet med dette forsøg var, at se hvordan en vildtype E. coli og de frembragte resistente E. 
coli kloner konkurrerede gennem tre dage i henholdsvis et triclosan-frit miljø, og i miljøer 
med sublethale doser (under MIC-værdien på 0,64 µg/ml) af triclosan.  
For at kunne kende forskel på de resistente E. coli bakterier og E. coli vildtypen, blev en E. 
coli stamkoloni 1637 taget op fra fryseren. Det eneste der adskiller denne vildtype-1637 fra 
den oprindelige vildtype-1825 er, at den er ∆lac (lactose-negativ) og kolonierne derfor er 
hvide, når de vokser op på LB-plader indeholdende induceren IPTG og indikatoren x-gal. 
Derimod vil de resistente bakteriekolonier blive blå på de samme plader, da de som vildtype-
1825 er lac-positive. Det tjekkedes dog med et kontrolforsøg at vores to vildtyper voksede 
ens. 
Klon 4a, 5, 7 og 8 blev udvalgt til, at konkurrere mod vildtype-1637. Herved var to 
højresistente kloner: 4a og 5 og to lavresistente: 7 og 8.  
En klon blev taget, blandet i forholdet 1:1 med vildtype-1637 og herefter fortyndet til 10-3 
med LB-væske. Det skal dog bemærkes at et kontrolforsøg viste at fordelingen af bakterier i 
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initialkulturerne ikke var éns. Dette kan der tages højde for ved at lave et beregnet startforhold 
mellem de to, ud fra kontrolforsøget. 
Herefter blev blandingen kommet i 4 forskellige reagensglas. Et glas uden triclosan og tre 
andre indeholdende triclosankoncentrationerne: 0,08 µg/ml; 0,16 µg/ml og 0,32 µg/ml. 
Bakterierne blev nu overladt til at konkurrere, og dagen efter blev disse overnatskulturer 
pladet ud på LB-plader indeholdende indikatorerne IPTG + x-gal. Efter en nat i varmeskab 
blev antallet af hhv. hvide vild-type kolonier og resistente, blå kolonier på alle pladerne talt 
op. Forsøget varede i 3 dage, hvor der hver dag blev lavet nye overnatskulturer, der dagen 
efter blev pladet ud og observeret. 
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Resultatbehandling 
I dette afsnit vil resultaterne fra delforsøgene blive beskrevet, samt blive behandlet sådan, at 
de kan bruges i den afsluttende diskussion. 
MIC-bestemmelse 
Hypotese 
Vi definerede MIC som den mindste koncentration, der effektivt hæmmede bakteriens vækst 
med 99,9 %. Vi havde på forhånd, ud fra teorien, en antagelse om, at MIC-værdien for E. coli 
vildtypen lå et sted imellem en triclosankoncentration på 0,01µg/ml70 og 0,8µg/ml71 og 
udsatte derfor vildtypen for triclosankoncentrationer svarende til dette interval. 
Resultater 
Triclosankonc. (µg/ml) Antal kolonier på pladen (fortynding 10-5) Væksthæmning i % 
0 200 0 
0,005 199 0,1 
0,01 180 10 
0,02 186 7 
0,04 120 40 
0,08 140 30 
0,16 83 59 
0,32 4 98 
0,64 0 100* 
* Vi kunne ikke ud fra dette forsøg fastsætte den nøjagtige væksthæmningsprocent ved 0,64 µg/ml, da dette ville 
kræve at vi pladede en større mængde vild-type bakterier ud, så vi faktisk fik nogle kolonier på pladen. 
 
Delkonklusion  
Ud fra forsøgsresultaterne blev MIC-
værdien bestemt til 0,64 µg/ml, hvor 
hæmningen af bakteriens vækst har 
overskredet de 99,9 % som vi 
fastsatte som grænseværdi. Den 
reelle MIC værdi kan have været 
mindre, da bakteriernes vækst 
hæmmes med 98 % på 0,32µg/ml-
pladen. Vi valgte dog at arbejde 
videre med en triclosankoncentration 
                                                 
70 Russel, A.D (2004): Whither triclosan? 
71 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Triclosan targets lipid synthesis 
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på 0,64µg/ml til isolering af resistente bakterier, da vi kan konkludere, at der er stor 
sandsynlighed for at kolonier, der vokser på denne koncentration, er resistente. 
Ovenstående resultater fra MIC-bestemmelsen kan, udover at bestemme MIC-værdien, 
benyttes til at udarbejde en såkaldt drabskurve for vildtypen. På grafen ses den gradvise 
hæmning af vildtypen i takt med en stigende triclosankoncentration. 
Drabskurven fortæller, at allerede ved meget lave koncentrationer af triclosan bliver 
vildtypens vækst hæmmet signifikant. F.eks. vil væksten ved en triclosankoncentration på 
0,08µg/ml være hæmmet med 30 %. At overlevelsesprocenten i intervallet fra 0,005-
0,08µg/ml ikke, som ventet, falder kontinuerligt mener vi, skyldes usikkerheden ved 
forsøgsmetoden.  
Ud fra drabskurven har vi mulighed for at opstille hypoteser for vores konkurrenceforsøg 
mellem vildtypen og den resistente E. coli, ved mindre triclosankoncentrationer end MIC. 
 
Isolering af resistente bakterier 
Hypotese 
For at kunne isolere og opdyrke kulturer af triclosanresistente bakterier, som vi ville bruge til 
videre undersøgelser, forventede vi at kunne isolere resistente kolonier på plader med 
triclosankoncentrationen svarende til MIC-værdien på 0,64µg/ml.  
Vi ønskede endvidere at finde resistensudviklingens mutationsfrekvens. Det var svært at 
forudsige mutationsfrekvens, men da en given mutation i et givent gen i E. coli forekommer 
gennemsnitligt ved hver 107 til 1011 celledeling, forventede vi at den ville ligge i dette 
interval. Dog skal det understreges at mutationer i flere forskellige gener kan medføre 
triclosanresistens.  
 
Resultater 
Optælling af bakterier pr. ml. på kontrolplade 
Først beregnedes antallet af bakterier pr. ml. i overnatskulturen af vildtype-1825 E. coli. 
Følgende koloniantal fandtes på LB-pladerne indeholdende forskellige fortyndinger af 
stamopløsning:  
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Fortynding 10-7 Fortynding 10-8 
183 kolonier 25 kolonier 
 
Da hver koloni på pladen repræsenterede en enkelt bakterie fra overnatskulturen, kunne en 
koncentration af bakterier i overnatskulturen udregnes på følgende måde: 
 
mlbakterier
ml
bakterier
/1066,3
5,0
1083,1 9
9
⋅=⋅  
mlbakterier
ml
bakterier
/105
5,0
105,2 9
9
⋅=⋅  
Koncentrationen beregnes som en gennemsnitsværdi af de 2 værdi: 
mlbakterier
ml
bakterier
/10325,4
2
10825,6 9
9
⋅=⋅  
 
Beregning af resistensfrekvensen: 
På LB-pladen indeholdende en triclosankoncentration på 0,64µg/ml havde vi pladet 5ml af 
overnatskulturen med vildtype MG-1655 E. coli (C = 43,25 * 108 bakterier/ml) ud. Antallet af 
formodede, resistente E. coli kolonier – beregnet ud fra mutationsfrekvensen – på de 7 plader 
var 20, men kontrolforsøg viste, at kun ca. halvdelen af disse kolonier faktisk var resistente. 
Derfor brugte vi i det følgende, at det gennemsnitlige antal resistente bakterier pr. plade var 
ca. 10. 
 
Den reelle mutationsfrekvens kunne så beregnes:  
10
9
106,4
5/10325,4
10 −⋅=
⋅⋅ mlmlbakterier
bakterier
 
 
Delkonklusion 
Vi fik, som forventet, isoleret MIC-resistente E. coli fra LB-pladerne, med en 
triclosankoncentration på 0,64µg/ml. 
Mutationsfrekvensen for udviklingen af triclosanresistens var 4.6 * 10-10 og lå i det forventede 
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interval. Den er måske en smule lav, når man tager i betragtning, at mutationer i flere 
forskellige gener kunne medføre triclosanresistens. En mulig årsag til dette er, at ikke alle 
resistensbevirkende mutationer, kan medføre resistens overfor en triclosankoncentration på 
0,64 µg/ml. Det er allerede vist, at mutationer i henholdsvis marA, soxS og acrAB, som kan 
øge ekspressionen af effluxen AcrAB72, og i fabI- eller fabI-regulator-gener, som kan 
modificere enyol reductasen73, giver forskellige toleranceniveauer overfor triclosan.  
 
Klassificering af resistenstyper 
Hypotese 
Vi havde en formodning om, at nogle af de triclosanresistente E. coli, som var isoleret fra LB-
plader indeholdende MIC-triclosankoncentrationen 0,64µg/ml, udviste resistens overfor endnu 
højere triclosankoncentrationer. Da E. colis resistens kunne skyldes en eller flere mutationer i 
arvematerialet, som kunne give øget ekspression af AcrAB-effluxpumpen eller modifikationer 
af target, forventede vi at forskellige resistente E. coli-kloner ville udvise forskellige grader af 
resistens overfor triclosan. 
 
Resultatbehandling 
Vi valgte på daværende tidspunkt at definere nogle resistensklasser for, at kunne foretage en 
inddeling af vores forskellige resistente E.-coli kloner. Vi definerede derfor resistens som den 
triclosankoncentration, der tilsyneladende ikke hæmmede bakteriens vækst. I forsøget kunne 
vi således identificere bakteriens resistens overfor en given triclosankoncentration, ved at 
vurderede om bakterien havde ”tæppevækst” på pladen med den pågældende koncentration.  
 
 
                                                 
72 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Overexpression of marA, soxS andor acrAB, produces 
resistance to triclosan in (…) Escherichia coli 
73 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Triclosan targets lipid synthesis 
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MIC-resistens: Hæmning af vækst ved tc-konc. på både 1,28µg/ml og 2,56µg/ml  
Lavresistens: Ingen synlig hæmning ved tc-konc. på 1,28µg/ml  
Højresistens: Ingen synlig hæmning ved tc-konc. på 2,56µg/ml 
Bakterieklon TC-konc. på plade Antal kolonier Resistensklasse 
1,28 774 7 
2,56 493 
MIC 
 
1 2,56 525 Lav 
2 2,56 508 Lav 
4 2,56  1235 Lav 
8 2,56 334 Lav 
9 2,56 177 Lav 
10 2,56 119 Lav 
11 2,56 191 Lav 
12 2,56 210 Lav 
13 2,56 245 Lav 
14 2,56 134 Lav 
15 2,56 192 Lav 
16 2,56 69 Lav 
5 2,56 Tæppevækst Høj 
17 2,56 Tæppevækst Høj 
 
Ud af de 15 forskellige bakteriekloner, isoleret fra plader med MIC-værdien 0,64µg/ml sås 
det, at hele 14 af disse udviste resistens overfor højere triclosan koncentrationer, mens én 
bakterieklon tilsyneladende kun havde opnået resistens overfor MIC-værdien. De 2 høj-
resistente kloner var resistente overfor en triclosankoncentration på minimum 2,56µg/ml, hvor 
de ikke viste nogle tegn på væksthæmning. 
 
Det var i øvrigt bemærkelsesværdigt at der, for hver lav-resistent klon, fandtes et relativt stort 
antal af resistente kolonier på pladerne med en triclosankoncentration på 2,56µg/ml. I forsøget 
’isolering af resistente E. coli’, bestemte vi mutationsfrekvensen for E. coli vildtypen til 
4,6*10-10. Det var nu muligt at beregne sandsynligheden for at en lavresistent E. coli 
udviklede resistens overfor højere triclosankoncentrationer. Denne sandsynlighed benævnte vi 
lav- til højresistens mutationsfrekvensen. 
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Bestemmelse af lav til høj-resistens mutationsfrekvensen for udvalgte kloner 
For klon 4 var antallet af bakterier i overnatskulturen bestemt til 3,9*109 bakterier/ml. Da 
antallet af højresistente kolonier var talt til 1235 (i 0,5 ml overnatskultur), blev 
mutationsfrekvensen: 
7
9
1033,6
109,3
21235 −⋅=
⋅
⋅
 
 
For klon 8 var antallet af bakterier i overnatskultur bestemt til 2,25*109 bakterier/ml.  
7
9
1097,2
1025,2
2334 −⋅=
⋅
⋅
 
 
Bestemmelse af MIC til hhv. lavresistens og højresistens mutationsfrekvensen for klon 7 
For klon 7 var antallet af bakterier i overnatskulturen bestemt til 1,01*109 bakterier/ml. Denne 
klon adskilte sig fra de andre kloner ved kun, at være resistent over for MIC-værdien. På 
pladen med en triclosankoncentration på 1,28µg/ml 2,56µg/ml fandtes der dog henholdsvis 
774 og 493 overlevende kolonier. 
Lavresistens: 6
9
1055,1
100,1
2774 −⋅=
⋅
⋅
 
Højresistens: 7
9
1086,9
100,1
2493 −⋅=
⋅
⋅
  
Delkonklusion 
Forskellige bakteriekolonier, isoleret fra plader med triclosankoncentrationer svarende til 
MIC, udviste forskellige grader af resistens overfor triclosan. Denne forskel i toleranceniveau 
overfor biocidet mener vi skal relateres til bakteriens forskellige resistensmekanismer. De 
forskellige grader af resistens overfor triclosan, kunne også skyldes mutationsvariationer 
inden for en af de to overordnede resistensmekanismer, da det f.eks. er påvist at forskellige 
target-mutationer i fabI-locus vil resultere i forskellige grader af tolerence overfor triclosan.74  
Det sås at mutationsfrekvensen for udviklingen fra MIC-resistens til lavresistens var over 
3000 gange større end mutationsfrekvensen for udvikling af resistens, som vi beregnede til 
                                                 
74 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Triclosan targets lipid synthesis  
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4,6*10-10. Den samme tendens gjorde sig gældende for alle de lavresistente kloner, der udviste 
ca. 1000 gange så stor tendens til, at opnå en højere resistensklasse end til at udvikle resistens. 
På baggrund af dette kan det konkluderes, at en bakterie, som allerede har opnået resistens, 
har væsentligt større sandsynlighed for, at overgå til en højere resistensklasse. 
 
Diskussion – link mellem resistensklasser og resistensmekanismer 
Mens MIC-resistens sandsynligvis kan opnås ved én mutation, som ændrer bakteriens 
modtagelighed overfor triclosan, mener vi at bakteriens forhøjede toleranceniveau overfor 
triclosan kan skyldes flere faktorer.  
Første faktor er at den mutation som medførte MIC-resistens også medførte resistens overfor 
højere triclosankoncentrationer. For kloner med tæppevækst på en plade, kan vi ikke afvise, at 
det er den oprindelige mutation, som også har medført at bakterien er resistent overfor den 
pågældende triclosankoncentration på pladen. 
Eksempelvis voksede klon 8, tilsyneladende uden at være hæmmet af triclosanen, på pladen 
med en triclosankoncentration på 1,28 µg/ml og derfor kan vi antage, at den oprindelige 
mutation har gjort klon 8 resistent ved denne koncentration. Til gengæld var klon 8 
væksthæmmet på 2,56 µg/ml pladen, hvor der fandtes ca. 400 overlevende kolonier. 
Spørgsmålet er så, om disse kolonier var overlevende repræsentanter med den oprindelige 
mutation eller kolonier med bakterier som havde foretaget endnu en mutation der havde øget 
deres resistensklasse. 
Førstnævnte er ikke specielt sandsynligt, da antallet af bakterier der overlevede på pladerne 
med højere triclosankoncentration var påfaldende lavt i forhold til det antal af bakterier, der 
blev tilført pladen. Resultaterne afslørede for klon 8, at kun ca. en bakterie ud af 3*105 
bakterier overlevede på pladen med 2,56 µg/ml triclosan, og at væksten derfor var hæmmet 
med mere end 99,99 %. Denne væksthæmningsværdi overgår de 99,9 %, som vi definerede 
MIC ud fra, og derfor forventede vi, at de overlevende bakterier på pladen skyldtes en anden 
faktor end den oprindelige mutation. 
Den anden faktor som kan medføre en højere resistensklasse mener vi derfor er, at 
bakteriecellen foretager endnu en mutation som bevirker, at den oprindelige 
restistensmekanisme optimeres eller at en anden aktiveres. Et eksempel er, at de resistente 
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kolonier fra klon 8 på 2,56µg/ml-pladen faktisk var klon 8 mutanter. Disse var hér muteret til 
et højere resistensniveau end klon 8. 
 
Delkonklusion 
Dermed mener vi, at have påvist, at den mutation som oprindeligt medførte MIC-resistens kan 
være forskellig fra klon til klon, og at denne oprindelige mutation har givet klonerne 
forskellige grader af tolerance overfor triclosan. Desuden indikerer forsøget, at en yderligere 
mutation, som enten sker hyppigere som følge af den oprindelige mutation, vil give en klon 
højere resistens overfor triclosan. 
Vi har prøvet at opstille to mulige mutationsscenarier for klon 8. 
1. Første mutation forestilles at finde sted i fabI-genet, som medfører en strukturel 
ændring i det aktive område på enyol reductasen, så triclosan ikke længere kan bindes. 
Denne mutation sikrer klon 8 resistens på 1,28µg/ml-pladen. En yderligere mutation i 
et fabI-regulator genlocus medfører, at en mutantvariant af klon 8 får en øget 
ekspression af enyol reductasen, så denne bliver resistent på 2,56µg/ml-pladen. 
Udfaldet af de 2 forskellige mutationer, som vedrører samme target, gør altså at denne 
klon 8 mutants modtagelighed overfor triclosan bliver sænket, og at den opnår en 
højere resistensklasse.  
2. En anden mutantvariant af klon 8 forestilles, at have en mutation i et af de gener, som 
koder for den aktive efflux AcrAB. Denne mutation, der kunne tænkes at finde sted 
direkte i acrAB-genet eller i et af de homologe positive regulatorgener marA og soxS, 
kunne medføre en øget ekspression af AcrAB, som ligeledes gør klon 8 mutanten 
resistent på 2,56µg/ml-pladen.  
Det er sandsynligt, at en bakteriecelle, hvis forsvarsmekanisme består af et 
sammenspil mellem både øget effluxaktivitet og modifikationer af enyol reductasen, 
vil opnå højere resistensklasse end en bakteriecelle, der kun har en af 
resistensmekanismerne i spil.  
 
Vi har på dette tidspunkt ingen mulighed for, at bevise, at én klons MIC-resistens skyldes en 
given target mutation eller at en anden klon, der udviser højresistens skyldes flere 
sammenspillende resistensmekanismer. Disse konklusioner ville kræve, at vi enten havde 
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muligheden for, at analysere de områder på E. colis DNA-streng, hvor resistensgenerne fabI 
og acrAB befinder sig, at vi kunne undersøge enyol reductasen aminosyresammensætning 
eller at vi kunne måle AcrAB-effluxaktiviteten.  
En konklusion af hvilken resistensmekanisme der gør sig gældende hos de resistente kloner, 
kommer vi tættere på, når antibiokaforsøget er behandlet. 
På nuværende tidspunkt er det til gengæld muligt, at reflektere over hvilken af de 2 
resistensmekanismer der vil give bakteriecellen mulighed for, at overleve den højeste 
triclosankoncentration. Hvis vi forestiller os at resistensmekanismen der skyldes mutationen i 
fabI medfører, at triclosan ikke længere kan binde sig til enyol reductasen, vil triclosan stadig 
findes i bakteriecellen. I denne celle, der kun har en normal effluxpumpeaktivitet, vil de 
hydrofobe triclosanmolekyler have mulighed for at akkumuleres i cellemembranen og 
medføre cellelysering. Vi vil derfor mene, at resistensmekanismen, som skyldes en øget 
effluxpumpeaktivitet vil medføre, at cellen kan overleve de største triclosankoncentrationer. 
 
Antibiotikaforsøg 
Hypotese 
Vi forventede, at de triclosanresistente kloner enten havde en ændring af enyol reductasen, 
som gjorde at triclosan ikke længere kunne binde sig eller havde øget effluxpumpeaktivitet. 
Det forventedes derfor, at vi kunne finde en sammenhæng mellem triclosanresistens og 
antibiotikaresistens, såfremt triclosan og det enkelte antibiotika delte det specifikke target 
eller hvis de var påvirket af det samme effluxpumpesystem.75   
 
Sammenligning af de benyttede antibiotika og triclosan 
I forsøget brugte vi 9 forskellige antibiotika fra forskellige klasser, som var karakteriseret ved 
forskellige virkemåder. For at kunne bedømme, om der var sandsynlighed for at resistens 
overfor antibiotikummet opstod som følge af triclosan resistens, havde vi vurderet de 
klassificerede antibiotikas resistensmekanismer i forhold til resistensmekanismer overfor 
triclosan. 
                                                 
75 Bloomfield, S.F., Exner, M. (2003): Biocide usage and antimicrobial resistance in home settings: an update. 
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Generelt forventede vi ikke at kloner hvis resistensmekanisme udgjordes af modifikationer 
eller øget ekspression af enyol reductasen, ville medføre antibiotikaresistens, da det ikke 
lykkedes os at finde et antibiotikum med dette specifikke target.  
Hvad angik øget effluxpumpeaktivitet som resistensmekanisme, kunne vi ikke på forhånd 
være sikkre på præcis hvilke stoffer, der ville pumpes ud af hvilke bakterieceller ved aktiv 
efflux. Generelt kunne vi forvente en form for resistens overfor de antibiotika som delte 
multidrug effluxpumpesystem med triclosan, og desuden vurdere ud fra tidligere forsøg, der 
havde vurderet sammenhængen. 
 
I gruppen af aminoglykocider findes streptomycin, spectinomycin, kanamycin og anisomycin. 
Øget effluxaktivitet spiller en stor rolle med hensyn til nedsat akkumulering af 
aminoglykocider i cellen, og samtidig påvirkes disse antibiotika af mange forskellige 
effluxpumper. Derfor er der sandsynlighed for at en eller flere af aminoglyciderne vil være 
påvirket af det samme effluxpumpesystem som triclosan. 
Som kommentar til anisomycin skal det dog nævnes, at anisomycin ifølge litteraturen kun 
virker på eukaryote celler76, da det binder sig til 80S underenheden, som bakterier ikke har. 
Derfor måtte vi forvente at Anisomycin ikke havde nogen effekt, om end det kunne tænkes at 
have en hvis bakteriehæmmende virkning, hvis det blev givet i store koncentrationer. 
 
Da ampicillin tilsyneladende påvirkes Acrab pumpesystemet77, kunne vi forvente en nedsat 
følsomhed overfor ampicilliner ved udvikling af triclosanresistens. 
Vi fandt det ligeledes meget sandsynligt at triclosanresistente kloner, kan udvise resistens 
overfor tetracyclin, da disse også påvirkes af Acrab pumpen. Desuden er det bevist ved et 
studie af McMurry (1998), at der er en sammenhæng mellem triclosanresistens og 
tetracyklinresistens, som følge af øget effluxpumpeaktivitet grundet en mutation i det 
regulerende mar-gen.78   
                                                 
76 Alberts, B. et al. (2005): Molecular Biology of the Cell 
77 Microbial Agents s. 1067 
78Bloomfield, S.F., Exner, M. (2003): Biocide usage and antimicrobial resistance in home settings: an update. 
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For chloramphenicol, som blokerer peptidyltransferasen, har et forsøg af Potenski et al. 
(2003) vist en sammenhæng mellem tetracycklinresistens og resistens overfor 
chloramphenicol som følge af mutation i mar-genet.79 Hvis dette er tilfældet vil 
triclosanresistens muligvis også medføre chloramphenicol-resistens, da de evt. deler 
effluxpumper. 
Vi er ikke klar over om cephalexin deler efflux med triclosan, men cephalexin har vist sig 
effektivt mod gramnegative bakterier. Derfor er det tvivlsomt om der er 
resistenssammenhæng. 
Vi forventede at rifampicin var effektiv mod E. coli vildtypen, men havde ingen forventning 
om at triclosanresistens selekterede for rifampicinresistens, da de ikke er substrater for samme 
effluxpumpe.80 
 
 
 
 
 
 
                                                 
79 Bloomfield, S.F., Exner, M. (2003): Biocide usage and antimicrobial resistance in home settings: an update.  
80 Bryskier, André (2005): Antimicrobial agents, s. 1067 
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Skematisk oversigt – forventede resultater. 
 
 
Resultatbehandling 
Resultaterne fra antibiotikaforsøget er behandlet i følgende skemaer. Alle klonerne og 
vildtypen var blevet udsat for de 9 forskellige antibiotika, og skema 1 viser således 
klaringszonernes diameter for hver enkelt kombination. For at kunne drage konklusioner 
sammenlignede vi vildtypens klaringszone med klonernes klaringszone for hvert enkelt 
antibiotikum. Det skal bemærkes at antibiotikadiskens diameter på 0,8cm er inkluderet i 
 Antibiotika Target Forventet 
resistens  
Forventet resistens 
mekanisme 
sammenhæng 
1 Streptomycin Hæmmer proteinsyntesen – 
binder sig til ribosomet 
30S underenhed 
Måske Efflux 
2 Spectinomycin Hæmmer proteinsyntesen - 
binder sig til ribosomet 
30S underenhed 
Måske Efflux 
3 Tetracyclin Hæmmer proteinsyntesen – 
forhindrer sammenslutning 
af tRNA og ribosomer 
Ja Efflux 
4 Ampicillin Binder sig til 
transpeptidase - kan godt 
trænge igennem gram-
negative 
Ja Efflux 
5 Chlorampenicol Blokerer 
peptidyltransferasen - 
sætter sig på 50S 
underenhed 
Måske Efflux 
6 Kanamycin Hæmmer proteinsyntesen - 
binder sig til ribosomet 
30S underenhed 
Måske Efflux 
7 Cephalexin Er β-lactamase følsom – 
binder sig til 
transpeptidase -  
Nej Ingen 
8 Rifampicin Hæmmer RNA-polymerase 
– er ikke så effektiv mod 
gram-negative bakterier 
Nej Ingen  
9 Anisomycin Hæmmer proteinsyntesen – 
forhindrer sammenslutning 
af tRNA og ribosomer 
Ingen Forventes kun at virke 
på eukaryote 
1. Semesterprojekt                                                                                             Hus 13.1 - Gruppe 2  
Bakteriers multiresistens og triclosan                                           Vejleder: Anders Løbner-Olesen 
 
Side 40/98 
klaringszonerne. En klaringszone på 0,8cm betyder således at bakterierne ikke er hæmmet, 
men at de er vokset helt op til disken.    
 
Det skal ligeledes bemærkes, at resistens er et relativt begreb,81 således at der kan være tale 
om forskellige grader af resistens. Dette afspejles i klaringszonens diameter.  
Skema 1.  Måling af klaringszonerne for vores antibiotika 
 Klon 4 4a 5 7 7a 8 9 9a 15 Vild type
 Antibiotika L H H L H L L H L  
1 Streptomycin 2,6 2,1 2,5 2,2 2,3 2,3 2,5 2,1 2,6 2,5 
2 Spectinomycin 2,5 1,9 2 1,9 2,1 2,1 2,4 2 2 2,2 
3 Tetracyclin 1 1,1 1,1 0,9 1,3 1,3 1,3 1,1 0,9 2 
4 Ampicilin 2,1 1,7 2,1 2 2 1,7 1,7 1,8 1,9 2,3 
5 Chlorampenicol 2,1 1,8 1,8 1,7 1,8 1,8 2 1,9 2,1 2 
6 Kanamycin 2,1 2 2,5 2,1 1,7 2 2 1,9 2,2 2,3 
7 Cephalexin 2 2 2,1 1,9 1,8 1,8 1,9 1,7 2,1 2,3 
8 Rifampicinn 1,6 1,6 1,7 1,5 1,6 1,6 1,7 1,7 1,7 1,7 
9 Anisomycin 0,9 1,1 1,1 1 1,2 1,1 1 0,9 1 1,9 
 
Resistent (lille 
eller ingen 
klaringszone) 
Meget høj 
tolerance 
(klaringszonen er 
0,7 cm eller mere 
i forskel) 
Mere tolerant end 
vildtype (mere 
end 0,1 cm. 
Forskel) 
Mindre tolerant 
end vildtype 
(mere end 0,1 cm. 
forskel) 
Samme tolerance 
som vildtype (± 
0,1 cm.) 
H = Triclosan højresistent, L = Triclosan lavresistent. 
 
                                                 
81 Bloomfield, S.F., Exner, M. (2003): Biocide usage and antimicrobial resistance in home settings: an update 
1. Semesterprojekt                                                                                             Hus 13.1 - Gruppe 2  
Bakteriers multiresistens og triclosan                                           Vejleder: Anders Løbner-Olesen 
 
Side 41/98 
Skema 2. Triclosan høj- og lavresistente bakterier set i forhold til deres antibiotika-
resistens. 
 
Højresistente kloner Resistente overfor  Meget høj tolerance Kommentarer 
4a 3 og 9  Højere tolerance overfor 8 
ud af 9 antibiotika end v.t. 
7a  3 og 9 Højere tolerance overfor 7 
ud af 9 antibiotika end v.t. 
9a 3 og 9  Højere tolerance overfor 7 
ud af 9 antibiotika end v.t. 
5 9 3 Højere tolerance overfor 6 
ud af 9 antibiotika end v.t. 
Lavresistente kloner    
4 3 og 9  Højere tolerance overfor 5 
ud af 9 antibiotika end v.t. 
7 3 og 9  Højere tolerance overfor 
alle antibiotika end vt 
8 9 3 Højere tolerance overfor 7 
ud af 9 antibiotika end vt 
9 9 3 Højere tolerance overfor 5 
ud af 9 antibiotika end vt 
15 3 og 9  Højere tolerance overfor 5 
ud af 9 antibiotika end vt 
vt = vildtype 
Skema 2 viser hvilke antibiotika de forskellige kloner er resistente overfor, hvilke de er meget 
tolerante overfor og en sammenligning mellem vildtypen og klonernes tolerans. Der skelnes 
mellem kloner, der er høj og lavresistente overfor triclosan. 
 
Delkonklusion 
Generelt kunne vi se, at klaringszonen for langt de fleste kloner E. coli var mindre end for 
vildtypen. Dette må betyde, at triclosanresistens har indflydelse på antibiotikummets 
effektivitet for overvejende alle klonerne. Et eksempel på dette er cephalexin og ampicilin 
som alle de triclosanresistente kloner er mere tolerante overfor end vildtypen. De andre 
resistente kloner har højere tolerance overfor mindst 5 af de anvendte antibiotika. 
Det ses derfor som en generel tendens, at triclosanresistens nedsætter antibiotika 
effektiviteten, om ikke meget, så i mindre grad. Denne tendens vil formentligt kunne tillægges 
en øget effluxpumpeaktivitet hos de forskellige kloner som er eksisterende på baggrund af 
deres triclosanresistens. 
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Ovenstående skal dog også ses i forhold til en vis måleusikkerhed på forsøget, idet der for de 
klaringszoner, der afviger med kun 0,1cm, ikke kan siges at være præcist nok bestemt til at 
kunne konkludere endegyldigt på dem. 
 
Med hensyn til resistens, har forsøget helt konkret vist, at hovedparten af E. coli mutanterne 
er resistente overfor tetracyclin og anisomycin.   
Grunden til den observerede resistens overfor tetracyclin, skal højest sandsynligt ses som et 
resultat af øget effluxpumpeaktivitet. Vi kan derfor konkludere, at triclosan og tetracyclin 
deler efflux’en AcrAB i E. coli, og at denne øgede pumpeaktivitet, som følge af 
overekspression af marA, soxS og acrAB, medfører en reduktion af E. colis modtagelighed 
overfor tetracycline. 
 
Til gengæld er det måske en smule overraskende at de resistente kloner ikke udviste resistens 
overfor ampicilin, da en overekspression af de ovennævnte gener, ligeledes burde medfører en 
reduktion af E. colis modtagelighed overfor ampicilin. Det observeredes dog at alle kloner 
havde mindre tolerance over ampicilin og derfor kan vi ikke modbevise at ampicilin og 
triclosan deler efflux. Vi vil dog tillade os at konkludere at AcrAB-pumpen ikke er lige så 
effektiv overfor ampicilin som overfor tetracycline. 
Det er overraskende at Anisomycin virkede på vildtypen, da antibiotikummet kun burde virke 
på eukaryote celler. Dette var ikke tilfældet i vores forsøg, da der kunne ses en klaringszone 
omkring vildtypen, som evt. kan forklares med den relative høje koncentration af 
Anisomycin.  
Vi mener at kunne relatere sammenhængen mellem triclosan- og anisomycinresistens for de 
resistente kloner til en øget effluxaktivitet, hvorfor anisomycin derfor mistænkes for at 
påvirkes af effluxpumpen, AcrAB.  
Hvis man ser på effekten af om bakterierne var høj- eller lav-resistente overfor triclosan i 
forhold til hvorvidt de var resistente overfor diverse antibiotika, ses følgende: De triclosan 
høj- og lavresistente bakterier var resistente overfor de samme antibiotika. Dette indikerer, at 
det ikke har nogen betydning for bakteriernes antibiotikaresistens hvorvidt bakterierne er høj- 
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og lavresistente overfor triclosan. Det må altså være de samme resistensmekanismer, der 
gjorde sig gældende, hvad enten de pågældende kloner var triclosan høj- eller lavresistente.  
Antibiotikaforsøget indikerede at alle de resistente kloner havde øget effluxaktivitet som 
resistensmekanisme. De antibiotika, som de resistente kloner ikke udviste resistens overfor, 
har formentlig ikke været påvirket af den samme efflux som triclosan, eller også har AcrAB-
effluxen i væsentlig mindre grad været i stand til at udpumpe det pågældende antibiotika.  
Af de antibiotika vi har testet er der ingen, der ligesom triclosan har lipidsyntesen som 
specifikt target, og der er derfor ingen af disse der vil blive påvirket af en mutation i fabI-
genet hos E. coli.  
 
Den generelle konklusion på forsøget er at triclosan i nogen grad selekterer for 
antibiotikaresistens såfremt det benyttede antibiotika er påvirket af det samme multidrug 
effluxpumpe system som triclosan. Det er rimeligt at antage, at vi vil finde flere antibiotika, 
som deler effluxsystem med triclosan hvis vi udsætter vores resistente bakterier for flere 
antibiotika. Hvis dette i høj grad sandsynlige scenarie er tilfældet, kan vi konkludere at 
triclosan selekterer multiresistens overfor antibiotika. 
 
Vækstfrekvensforsøg 
Hypotese 
Tidligere studier på området har foreslået, at når E. coli udsættes for triclosan, kan der ske en 
mutation i bakteriens fabI gen, der resulterer i en omdannelse af glycin 93 til valin i enyol 
reductasen.82 Denne mutation giver bakterien resistens overfor triclosan, men ændringen af 
enyol reductasen gør samtidig, at enzymets effektivitet nedsættes. Da enyol reductasen er et 
essentielt enzym i lipidsyntesen, vokser mutanten 40 % langsommere end vildtype E. coli. 83 
 
På baggrund af dette formodede vi, at vækstfrekvensen for de resistente mutanter, ville vise 
sig at være mindre end vækstfrekvensen for vildtype E. coli. Derudover formodede vi at 
vækstfrekvensen for de højresistente mutanter, ville være lavere end vækstfrekvensen for de 
lavresistente. 
                                                 
82 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Triclosan targets lipid synthesis  
83 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Triclosan targets lipid synthesis  
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Vi skulle naturligvis være opmærksomme på, at vi havde isoleret mutanter ved andre 
triclosankoncentrationer og fra en anden stamme, end det forsøg vi refererer til, så forskellen 
kunne vise sig at være større eller mindre på den baggrund. Derfor var det ikke sikkert, at vi 
ved spektrofotometri kunne finde vækstfrekvenser på alle bakterierne, der var så forskellige, 
at vi kunne konkludere samlet ud fra dem. 
 
Resultatbehandling 
For at kunne sammenligne bakteriernes væksthastighed, var vi nødt til at have 
sammenlignelige udtryk for de forskellige kulturer. Da bakterier vokser eksponentielt efter 
udtrykket kteNN 0= , ville vi kunne sammenligne væksthastighederne på k-værdierne, der 
også kaldes vækstfrekvensen. 
Når vi podede kulturerne i LB-væske gik der et stykke tid, før de begyndte at vokse 
eksponentielt. Det kaldes lag-fasen. Ligeledes vil de holde op med at vokse eksponentielt, når 
der ikke er nok næring tilbage i kolben. Det kaldes den stationære fase. Disse to faser skulle 
sorteres fra før den endelige vækstfrekvensen blev fundet. 
For at finde vækstfrekvensen skal det bemærkes, at absorptionskoefficienten (a) afhænger 
lineært af antal bakterier (N). Altså kan følgende omskrivning foretages: 
ktaaeaaeaa ktkt +=⇔=⇔= )ln()ln()ln()ln( 000 . 
Da )ln( 0a er en konstant, vil et plot af ln(a) mod tiden, altså blive en ret linje med 
vækstfrekvensen som hældning. 
Laver man dette plot vil man tydeligt kunne se hvilke punkter, der ligger uden for den rette 
linje, altså i lagfasen eller den stationære fase. 
 
I det nedenstående skema er der foretaget et sådant plot af resultaterne, og resultaterne i 
lagfasen og den stationære fase er taget fra. 
Samtidig er der markeret et antal tidspunkter, hvor den voksende kultur blev fortyndet. 
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Tid vildtype 4a 4 5 7a 7 8 9a 9 15
20 0,009 0,014 0,008 0,005 0,004 0,005 0,029 0,013 0,005 0,004
40 0,008 0,026 0,007 0,004 0,004 0,006 0,019 0,017 0,007 0,005
60 0,009 0,034 0,008 0,005 0,008 0,005 0,019 0,022 0,005 0,004
80 0,01 0,052 0,009 0,008 0,013 0,008 0,023 0,039 0,007 0,006
100 0,013 0,09 0,01 0,008 0,024 0,01 0,029 0,069 0,009 0,008
120 0,019 0,153 0,014 0,009 0,046 0,014 0,042 0,131 0,014 0,014
140 0,03 0,276 0,021 0,012 0,088 0,023 0,07 0,25 0,023 0,026
160 0,055 0,405 0,035 0,017 0,168 0,039 0,122 0,382 0,041 0,05
180 0,104 0,661 0,063 0,026 0,321 0,065 0,22 0,62 0,074 0,093
200 0,201 1,02 0,114 0,036 0,47 0,102 0,372 0,974 0,139 0,179
220 0,354 0,015 0,211 0,051 0,004 0,153 0,564 0,003 0,276 0,339
240 0,529 0,018 0,349 0,073 0,001 0,249 0,01 0,006 0,385 -0,006
260 0,001 0,026 0,553 0,093 0,001 0,379 0,013 0,015 0,655 -0,005
280 0,002 0,045 0,001 0,121 0,009 0,616 0,017 0,031 0,002 0,002
300 0,008 0,084 0,001 0,159 0,025 0 0,025 0,069 0 0,002
320 0,018 0,166 0,006 0,219 0,063 0 0,041 0,139 0,004 0,008
340 0,039 0,305 0,014 0,281 0,125 0,006 0,094 0,34 0,016 0,032
360 0,116 0,595 0,047 0,427 0,323 0,014 0,175 0,522 0,037 0,069
380 0,223 0,912 0,085 0,544 0,476 0,029 0,317 0,815 0,074 0,136
Fed skrift: Fortyndet i ny agar. 
Stationær fase Lag-fase 
Punkter langt uden 
for linjen, eller a=0 Eksponentiel fase 
 
Når lagfasen, den stationære fase samt fejlmålinger (negative målinger, målinger hvor a=o 
osv.) er fjernet, kan man plotte ln(a) mod tiden igen, og hældningen på den rette linje der 
fremkommer, er bakteriernes vækstfrekvens. 
 
De nye plot hvor den stationære fase og lag-fasen er fjernet, er meget tæt på at være rette 
linjer.  
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Hældningerne for de rette linjer findes ved lineær regression. Denne hældnings reciprokke 
multipliceres med ln(2), og man får bakteriernes fordoblingstid i minutter: 
Klon nr. Vildtype 4a 4 5 7a
Fordoblingstid 22,24417 28,89197 25,13406 44,09894 22,18923
Klon nr. 7 8 9a 9 15
Fordoblingstid 29,84744 26,54109 24,46344 24,67858 22,04106
 
Ud fra disse tal kan man inddele klonerne i grupper. Bakterierne med den laveste 
fordoblingstid – altså de hurtigst voksende – grupperes som nr. 1, og bakterierne med den 
højeste fordoblingstid grupperes som nr. 4. Derudover opdeles efter høj og lavresistens.  
Grupperne 1, 2, 3 og 4 afveg med henholdsvis ca. 0 %, 20 %, 30 % og 50 % i forhold til 
vildtypen.  
Lav 1 Lav 2 Lav 3 Lav 4 
15 4, 8, 9 7 - 
Høj 1 Høj 2 Høj 3 Høj 4 
7a 9a 4a 5 
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Det skal her bemærkes, at selvom klon 7 benævnes lavresistent, er den ikke i samme klasse 
som de andre lavresistente. Den er isoleret ved en triclosankoncentration på 0,64µg/ml, hvor 
de øvrige lavresistente er isoleret ved 1,28µg/ml. Klon 7 benævnes derfor MIC-resistent, da 
0,64µg/ml netop er den bestemte MIC-værdi. 
 
Delkonklusion 
Det ses at de fleste af de resistente bakterier vokser langsommere end vildtypen. Dette tyder 
på at bakterierne for at blive resistente må undergå en eller flere mutationer, hvor nogle af 
dem har en negativ indvirkning på metabolismen. Dette er formentlig de mutationer, der har 
øget bakteriernes effluxaktivitet. Ud fra resistensgrupperne kan vi se at mutanterne inden for 
samme resistensmekanisme – multidrug efflux – genetisk kan se ud på i hvert fald syv 
forskellige måder. Dette ses da grupperne har forskellig kombination af resistensklasse og 
væksthastighed. 
 
Vi kan se at de fleste lavresistente bakterier er i samme væksthastighedsgruppe. Klon 7 har en 
anden fordoblingstid, men er også kun MIC-resistent. Dette tyder på at der er sket en anden 
mutation i klon 7 end i de øvrige bakterier. En mutation som ikke har gjort den resistent på 
samme niveau som de andre, og som også har haft en anderledes effekt på metabolismen. 
Klon 15 er sandsynligvis også undergået en anden mutation end de andre, da den har en 
fordoblingstid, der er noget lavere end gruppe 2 – faktisk næsten lig vildtypens. 
 
De højresistente bakterier ligger i hver deres gruppe. Det er der ikke nødvendigvis noget 
mærkeligt i – de kan nemlig sagtens være i forskellige klasser af højresistens. Vi har ikke 
andre data på deres resistens end at MIC er over 2,56µg/ml, så deres MIC kan godt være 
forskellig, som det er tilfældet mellem klon 7 og de øvrige lavresistente. Deres MIC kan også 
ligge på samme niveau, selvom deres fordoblingstider er forskellige. Mutationer i forskellige 
gener kan godt have samme virkning på resistensmekanismerne, men forskellig virkning på 
metabolismen. 
 
Det er overraskende at klon 7a vokser hurtigere end klon 7. Klon 7a er nemlig klon 7, der er 
muteret til højresistens. For at gå fra lav -til højresistens, må man ellers normalt formode, at 
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bakterien må undergå flere mutationer, som skulle hæmme dens vækst yderligere. Dette har 
åbenbart ikke været tilfældet her.  
 
Årsagen til at vi generelt ser en højere fordoblingstid for vores resistente kloner, kan skyldes 
at klonerne har specialiseret sig i at lette modulationen af effluxpumperne, har færre resourcer 
til reproduktion84, eller at en stor aktivitet i effluxpumper hos bakterierne medfører, at 
bakterierne pumper vigtige stoffer, der indgår i metabolismen, ud af cellen. 
 
Konkurrenceforsøg 
Hypotese 
Det ses af vækstforsøget at resistente kloner af E. coli, voksede langsommere end vildtypen i 
et triclosanfrit miljø, og derfor på sigt ville blive udkonkurreret. Derudover kunne man af 
drabskurverne se, at vildtypens vækst blev hæmmet af sublethale doser af triclosan.  
 
For at se under hvilke omstændigheder vildtypen ville udkonkurrere de resistente kloner og 
vice versa, var det derfor interessant at se de to konkurrere i flere forskellige sublethale doser 
af triclosan. 
 
Vi gik ud fra at de resistente bakterier ikke eller næsten ikke blev påvirket af triclosanen, 
kunne der ud fra vækstforsøget og drabskurverne opstilles en hypotese om hvornår det kunne 
betale sig at være resistent. Vi havde udvalgt klonerne 4a, 5, 7 og 8 til forsøget. 
 
Klon 5 var den mutant med den længste fordoblingstid. Derfor ville den formodentlig hurtigt 
blive udkonkurreret af vildtypen i et triclosanfrit miljø. Det vil formodentlig også have være 
den der skulle have den højeste triclosankoncentration for at udkonkurrere vildtypen. Da 
fordoblingstiden var ca. dobbelt så stor som vildtypens, ville den formodentlig udkonkurrere 
vildtypen når dens vækst var hæmmet med ca. 50 % af triclosanen. Det var den ifølge 
drabskurverne et sted mellem 0,04µg/ml og 0,08µg/ml. 
 
                                                 
84 Bloomfield, S.F., Exner, M. (2003): Biocide usage and antimicrobial resistance in home settings: an update 
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Klon 4a og klon 7 havde næstlængst fordoblingstid. Den var ca. 30 % større end vildtypens, 
så de ville formodentlig udkonkurrere vildtypen et sted mellem koncentrationerne 0,01µg/ml 
og 0,04µg/ml triclosan. 
Klon 8 var den klon med den korteste fordoblingstid. Den var ca. 20 % større end vildtypens, 
så den ville formodentlig også udkonkurrere vildtypen et sted mellem koncentrationerne 
0,01µg/ml og 0,04µg/ml. Slutresultatet ville blive lavere end for klonerne i gruppe 2, men 
pga. usikkerheden i drabskurverne, var marginen nødt til at være så bred. 
 
Resultater 
Fordelingen af bakterier var afbilledet 
som antallet af resistente bakterier ift. 
det samlede antal bakterier på y-aksen, 
og antal celledelinger ud af x-aksen, 
altså en form for tidsakse. 
Initialfordelingen af bakterier, ved 0 
celledelinger, var lavet ud fra 
beregningen af bakterier pr. ml. i 
overnatskulturerne. 
  
Klon 5 udgjorde efter 10 celledelinger en andel på 99,01 % ved en triclosankoncentration på 
0,08µg/ml. De øvrige dage var 
vildtypen ligeledes praktisk talt 
fuldstændig udkonkurreret på de 
plader, der indeholdte triclosan. 
På pladerne uden triclosan var andelen 
af de resistente bakterier efter 10 
celledelinger kun 13 % - faldet fra lige 
over 50 % ved forsøgets start. De blev 
udkonkurreret fuldstændig 
efterfølgende.  
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Klon 4a udkonkurrerede allerede ved 10 celledelinger vildtypen næsten fuldstændig på 
koncentrationer på 0,08 µg/ml og derover. På 0,08 µg/ml var andelen af resistente bakterier 
93,13 % ved 10 celledelinger. På de plader hvor der ikke var triclosan stiger andelen af 
mutanter ved 20 celledelinger fra 40 % til 51 %, hvorefter den faldt til 48 % efter 30 
celledelinger. 
Klon 7 udkonkurrerede efter 10 
celledelinger vildtypen fuldstændig 
på koncentrationer på 0,08 µg/ml og 
derover.  
På de triclosanfrie plader faldt 
andelen af klon 7 fra 80 % på dag 0 
til næsten 0 % efter 30 celledelinger. 
 
Klon 8 udkonkurrerede efter 10 
celledelinger vildtypen fuldstændig 
på koncentrationer på 0,08 µg/ml og 
derover. 
På den triclosanfri plade var andelen 
af klon 8 efter 10 celledelinger 44 %, 
efter 20 celledelinger 37 % og efter 
30 celledelinger 44 %. 
 
Delkonklusion 
Forsøgene opfyldte i det store hele 
hypotesen.  
Det kan bedre betale sig at være 
resistent end ikke-resistent på selv meget lave koncentrationer af triclosan (≤ 0,08µg/ml), 
både for høj, og lavresistente.  
Det punkt, hvor det lige godt kan betale sig at være resistent som vildtype, er det sted hvor 
koncentrationen svarer til en andel af klonen på 50 %. Formodningerne for de enkelte kloner 
er derfor opfyldt, dog taget i betragtning at forsøgene på grund af de anvendte koncentrationer 
gav en meget bred margin. 
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Set i bakspejlet burde forsøget nok have været lavet ved nogle lidt lavere 
triclosankoncentrationer da vi jo selv forudså, at fordelen ville vende ved mellem 0,01µg/ml 
og 0,08µg/ml. 
 
De mest interessante resultater i dette forsøg er, at klonerne 4a og 8 ved en 
triclosankoncentration på 0, lå på en nogenlunde stabil andel (omkring 40 %). Vi så i 
vækstforsøget at begge disse kloner havde en fordoblingstid, der er noget længere end 
vildtypens, hvilket i nogen grad modsiger resultaterne fra konkurrenceforsøget. Vi har en 
formodning om at dette kan skyldes at de 2 resistente kloner er i stand til at påvirke vildtypen 
i konkurrenceforsøget. En mulig forklaring kan være at klonernes forhøjede effluxaktivitet 
bevirker at stoffer pumpes ud fra disse, som forurener det triclosanfrie miljø og påvirker 
vildtypen negativt. 
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Diskussion 
Vi vil i dette diskussionsafsnit opsummere vores egne delkonklusioner, og ud fra disse give 
en overordnet vurdering af, om brugen af triclosan kan selektere antibiotikaresistente 
mutanter af E. coli og om denne resistens skader disse bakteries konkurrenceevne i miljøer 
med sublethale koncentrationer af triclosan. 
Vi vil, på baggrund af vores forsøg og tilegnede viden om resistensmekanismer, endvidere 
vurdere sandsynligheden for, at triclosan selekterer for multiresistens. Her vil vi inddrage 
resultater fra andre forsøg som underbygger vores konklusioner.  
Endeligt vil vi diskutere validiteten af vores laboratoriefrembragte data og se på hvilke 
kriterier, som skal opfyldes før vi kan argumentere for, at vores laboratoriebaserede 
konklusioner også vil have praktisk betydning i f.eks hospitalsmiljøer eller husholdninger. 
Her følger en opsummering af delkonklusioner. 
- De resistente bakteriekolonier har forskellig grad af resistens overfor triclosan, som 
følge af variationer i resistensmekanismerne. Når en bakterie først er blevet 
triclosanresistent har den lettere ved, at udvikle yderligere resistens overfor triclosan. 
 
- Vi fandt en sammenhæng mellem triclosanresistens og udviklingen af 
antibiotikaresistens. Dette skyldes formodentlig, at triclosan og antibiotika deler 
effluxpumpesystem.  
 
- De resistente mutanter vokser generelt langsommere end vildtypen. Endvidere var 
vildtypen nogenlunde i stand til at udkonkurrere resistente kloner i triclosanfrie 
miljøer, mens de resistente kloner allerede ved meget lave triclosankoncentrationer var 
i stand til at udkonkurrere vildtypen fuldstændigt. 
 
Multi -og effluxresistens 
Vi har gennem forsøgsrækken set, at triclosan selekterer for resistens for flere forskellige 
antibiotika. Vi vil her diskutere, om triclosan selekterer multiresistente bakterier. 
I de i rapporten beskrevne forsøg, har vi undersøgt for resistens blandt ni forskellige 
antibiotika. Da ni antibiotika ikke er særligt mange sammenlignet med hvor mange antibiotika 
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der findes, kunne man intuitivt formode, at der kunne findes flere antibiotika som mutanterne 
er resistente overfor. 
De antibiotika, der er brugt i vores forsøg, kan deles ind i fire klasser ud fra resistensen 
overfor dem. 
Næsten alle mutanter er højresistente overfor tetracyclin og anisomycin. Der er en 
mellemklasse af resistens over for cephalexin og ampicillin. Næsten alle mutanter er kun 
lavresistente overfor de aminoglykocide antibiotika samt chloramphenicol. Der er ingen 
resistens overfor rifampicin. Triclosan selekterer som tidligere beskrevet mutanter med øget 
ekspression af marA, soxS og acrAB, der alle regulerer multidrug effluxpumpen AcrAB85. 
Cephalexin og ampicillin er begge β-lactame antibiotika. Derfor giver det god mening, at de 
er i samme resistensklasse. På samme måde er de aminoglykocide antibiotika også i samme 
gruppe. Grunden til at ingen mutanter er resistente for rifampicin er, at rifampicin ikke 
påvirkes af AcrAB hos E. coli.86 En grund til at der udvises større resistens for tetracyclin end 
de andre antibiotika er, at MarA regulatoren, der også regulerer effluxpumpen, også regulerer 
en blokering af tetracyclins adgang til bakterien.  
Tetracyclin passerer som tidligere nævnt bl.a. ind i bakterien via OmpF. Antallet af disse 
proteiner mindskes af genet micF, der koder et antisense mRNA, der bindes til ompF mRNA, 
og derved hæmmer translationen87. Genet micF reguleres bl.a. af MarA og dens homologer 
SoxS og Rob, der allerede er øget ekspression af i bakterien, da disse jo regulerer AcrAB88. 
Sandsynligvis er de bakterier, som er selekteret med triclosan, multiresistente. Vi antager i 
hvert fald, at de alle har en meget aktiv AcrAB-pumpe, en pumpe mange antibiotika som sagt 
er substrater for. 
I Litteraturen er der flere eksempler på, at resistens for flere antibiotika pga. multidrug efflux, 
er selekteret ved hjælp af triclosan. Amerikanske og canadiske forskere viste i 2000, at man 
ved hjælp af triclosan kunne selektere mutanter af Pseudomonas aeruginosa, der pga. 
effluxpumpen MexCD-OprJ var resistent overfor både triclosan og antibiotikummet 
                                                 
85 McMurry, L., Oethinger M. & Levy, S.B (1998): Overexpression of marA, soxS andor acrAB, produces 
resistance to triclosan in (…) Escherichia coli  
86 Bryskier, André (2005): Antimicrobial agents, s. 1067 
87 Delihas, N. & Forst, S. (2001): MicF An Antisense RNA Gene Involved in Response of Escherichia coli to 
Global Stress Factors. s. 1 
88 Delihas, N. & Forst, S. (2001): MicF An Antisense RNA Gene Involved in Response of Escherichia coli to 
Global Stress Factors ,s. 5 
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ciprofloaxin89. I litteraturen er MexCD-OprJ beskrevet som effektiv overfor mange 
forskellige antibiotika90 
Derudover har andre vist, at MexXY – der næsten er MexCD-OprJ homolog91 – giver P. 
aeruginosa resistens over for en række aminoglykocider, samt tetracycline og erythromycin92. 
Disse forsøg er meget relevante at sammenligne med for os, både da P. aeruginosa er 
gramnegativ, men især fordi Mex-pumper er af RND-familien – akkurat som AcrAB. 
 
In vitro versus in vivo 
I laboratoriemiljøet var vi i stand til, at isolere triclosanresistente bakterietyper og ud fra 
ovenstående er det sandsynligt, at disse selekterer for multiresistens. Vi vil nu prøve, at gøre 
nogle overvejelser omkring hvorvidt vores forsøg i laboratoriet – in vitro - kan relateres til 
den virkelige verden - in vivo. Hermed mener vi om vores resultater kan anvendes til, at 
vurdere om brugen triclosan er en reel trussel for antibiotikaresistens-udviklingen. 
Først og fremmest vil vi overveje om der overhovedet er en mulighed for, at isolere 
triclosanresistente bakterier i miljøer uden for laboratoriet. Dette kan eksempelvis være i 
husholdninger og især i hospitalsmiljøer, hvor triclosan anvendes i forskellige hygiejne- og 
forbrugsprodukter.  
De triclosankoncentrationer, der anvendes i forbrugsprodukter er meget højere end den MIC-
koncentration vi fandt for vores resistente typer, og samtidig højere end den MBC-værdi der 
sædvanligvis regnes med at være bakteriedræbende.93 Det meget medieaktuelle produkt 
Colgate Total, indeholder ifølge Colgate selv, 0,3% triclosan94. Omregnet til antal µg/ml, vil 
denne koncentration være meget højere end MIC for f.eks. den i dette forsøg brugte stamme 
af E. coli.  
Derfor kunne man argumentere for, at der kun var en minimal risiko for, at der overhovedet 
opstod triclosanresistente bakterier. På den anden side er bakteriernes evne til at tilpasse sig 
                                                 
89 Chuanchuen, R. et al. (2001): Cross-resistance between Triclosan and Antibiotics in Pseudomonas aeruginosa 
Is Mediated by Multidrug Efflux Pumps…  
90 Bryskier, André (2005): Antimicrobial agents , s. 1057 
91 Aires, J.R. et al. (1999): Involvement of an Active Efflux System in the Natural Resistance of Pseudomonas 
aeruginosa to Aminoglycocides  
92 Aires, J.R. et al. (1999): Involvement of an Active Efflux System in the Natural Resistance of Pseudomonas 
aeruginosa to Aminoglycocides  
93 Bloomfield, S.F., Exner, M. (2003): Biocide usage and antimicrobial resistance in home settings: an update  
94 Jf. Appendix 5. 
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miljøer så stor, at vi ikke kan udelukke at der over tid sandsynligvis vil opstå nogle arter som 
udvikler resistens overfor selv så høje koncentrationer af triclosan, som findes i 
forbrugsprodukter. Et eksempel på en bakterie, som er resistent overfor selv høje 
koncentrationer af triclosan, er P. aeruginosa, der har udvist naturlige MIC-værdier på over 
1000µg/ml95.  
Ser man igen på de 0,3% triclosan i Colgates tandpasta, kan man ikke umiddelbart lave en 
sammenligning med de resistente bakterier vi har selekteret i laboratoriet. Naturligvis vil 
bakterier blive slået effektivt ihjel, hvis de udsættes direkte for disse koncentrationer. Dette er 
imidlertid ikke tilfældet i den virkelige verden. Når man f.eks. børster tænder eller vasker 
hænder med et triclosanholdigt produkt, spreder man kun en meget lille andel af produktet 
(f.eks. 2g sæbe) udover et større område (f.eks. éns hænder). Undersøgelser har vist, at den 
direkte påvirkning af éns krops mikroflora ikke har en kortvarig effekt, og altså ikke, som det 
er tilfældet i laboratoriet, en selektion der foregår over et par dage. Dog er en ’potential long 
term effect’96 påvist. Uanset koncentrationen i det enkelte produkt, er triclosan et meget 
stabilt stof, som langsomt nedbrydes97. Man kunne således forestille sig, at i miljøer, hvor der 
er tilbageværende sublethale koncentrationer af triclosan, vil resistente bakterier kunne opstå. 
I disse miljøer vil der være store selektive fordele for de triclosanresistente typer. På baggrund 
af disse overvejelser konkluderer vi, at der er en reel mulighed for at isolere triclosanresistente 
bakterier i kliniske miljøer uden for laboratoriet. 
 
Spørgsmålet er nu om de resistente bakterier kan overleve i miljøer i konkurrence med en 
omfattende mikrobiologisk flora. Vores forsøg konkluderer, at selvom de resistente kloners 
vækstfrekvens var nedsat, var disse i stand til fuldstændig at udkonkurrere vildtypebakterien. 
Der kan spekuleres i, om den resistente types forhøjede generationstid, som indikerer nedsat 
fitness, ville få betydning i et miljø med flere forskellige kolonier og større konkurrence. På 
baggrund af vores forsøg kan vi dog konkludere, at resistente bakterier er meget 
konkurrencedygtige i sublethale triclosankoncentrationer. 
 
                                                 
95 Sukhishvili, S.A. et al. (2000): A triclosan-resistant bacterial enzyme 
96 Sullivan, Å., Wretlind, B. & Nord, C.E. (2002): Will triclosan in toothpaste select for resistant oral 
streptococci?  
97 Schweizer, H.P. (2001): Triclosan: a widely used biocide and its link to antibiotics  
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Til spørgsmålet om de triclosanresistente forersager antibiotikaresistens, kan vi med 
henvisning til vores forsøg, argumentere for at der er sandsynlighed for, at triclosanresistens 
medfører øget resistens overfor nogle antibiotika. Om den triclosaninducerede 
antibiotikaresistens vil have praktisk betydning, er svært at vurdere. Vi har tidligere 
konkluderet, at bakteriernes resistensmekanismer overfor triclosan og antibiotika 
sandsynligvis er baseret på multidrug effluxpumperne. Det er tidligere forslået, at det 
resistensniveau overfor antibiotika som en øget aktivitet i effluxpumperne medfører, ikke er 
højt nok til at modsvare en klinisk behandling.98 Er denne antagelse rigtig, vil 
triclosanresistens måske medføre antibiotikaresistens, men de resistente bakteriers 
resistensniveau overfor de givne antibiotika udgør ikke nogen reel trussel for selve 
antibiotikabehandlingen. På den anden side kan det ikke afvises, at de allerede 
triclosanresistente bakterier er i stand til videreudvikle resistensmekanismerne, så også 
resistensen overfor de antibiotika, som deler effluxpumper med triclosan, øges betydeligt.  
Vi så i vores forsøg, at de resistente kloner havde en større tendens til at mutere til højere 
resistensklasser. Denne tendens kan vi ikke afvise også finder sted udenfor laboratoriet. Det 
skal så igen vurderes, om det forhøjede resistensniveau overfor triclosan medfører forhøjet 
resistensniveau overfor et givent antibiotikum. Selv om vores forsøg ikke entydigt 
konkluderer dette, vil vi ikke afvise hypotesen, og vi vil heller ikke afvise, at 
triclosanresistens er i stand til at medføre antibiotikaresistens som kunne have klinisk 
betydning. 
 
Opsummering 
Forsøgene og databehandlingen har besvaret begge dele af problemformuleringen. Vi har 
gennem diskussionen vist nogle af de forskellige faktorer man skal tage i betragtning før man 
konkluderer, hvor store mængder af triclosan et miljø skal udsættes for, før resistente 
bakterier bliver et problem. 
Når problemstillingen omkring resistente og multiresistente bakterier er så kompleks skyldes 
det, at der for den enkelte resistensmekanisme, der er effektiv mod flere forskellige 
antibiotika, er mange forskellige påvirkninger. Vi har diskuteret påvirkninger af den her i 
rapporten behandlede resistensmekanisme, og har diskuteret seks forskellige genetiske 
                                                 
98 Bloomfield, S.F., Exner, M. (2003): Biocide usage and antimicrobial resistance in home settings: an update  
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påvirkninger. 
Når vi derudover formoder, at de resistensmekanismer vi har set i laboratoriet kan overføres 
til naturlige forhold, er der grund til at omgås biocider som triclosan med omtanke. 
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Ordforklaring 
- Antifungale = mod svampe. 
- Antivirale = mod virus.  
- Aseksuel = kønsløs, uden kønsdrift. 
- Autoklave = tæt beholder til sterilisering vha. vanddamp under tryk. 
- Autoklavering = varmesterilisering. 
- Bakteriofager = bakterieødelæggende virus. 
- Basepar = to baser der sidder overfor hinanden i DNA.  
- Biocid = kemisk giftstof, der dræber levende organismer. 
- Diffundere = sive ud, sprede ud. 
- Disk = lille hvid steril rund papirlignende plade, som kan opsuge væske. 
- Dissociere = opløse, spalte. 
- DNA = deoxyribonukleinsyre, kernesyre der opbygger generne. 
- Drigalski spatel = glas spatel. 
- Efflux = det er vigtigt at bemærke at efflux i sig selv blot betyder flux (strøm) ud af 
noget, her en celle, og at efflux i sig selv, ikke er et biologisk begreb. 
- Ekpression = udtryk, en bevægelse som giver et skub ud.  
- Elongation (her) = gradvis forlængelse af proteinkæde med aminosyre. 
- Empirisk = erfaringsmæssig, hvad der drejer sig om det faktisk foreliggende. 
- Enzym = Katalytisk virkende stoffer i organismen, bestående af protein. Af afgørende 
betydning for livsprocesserne. 
- Enzymsubstratkompleks = sammensætning af enzym og substrat. 
- Enyol reductase = et essentielt enzym i lipidsyntesen (det er det enzym som triclosan 
binder sig til for dermed at forhindre denne syntese).  
- Ether = kemiske forbindelser hvis molekyler er dannet ved, at et vandmolekyle er 
spaltet fra to alkohol- eller phenolmolekyler. 
- Fænotype = fremtoningspræg, resultatet af individets arvelige anlæg og de ydre kår. 
- Gramfarvning= en måde at klassificere bakterier på. Dette sker ved gramfarvning, 
hvor grampositive bakterier bliver violette og gramnegative bakterier ikke farves, 
forskellen ligger i cellevæggen. 
- Homeostase = den bevægelige fysiologiske ligevægtstilstand i organismen som 
helhed. 
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- Intracellulær = er noget som foregår el. befinder sig inde i cellen.  
- Kation = positiv ion, der har underskud af elektroner i forhold til atomkernernes 
samlede positive ladning. 
- Konjugation = overførelse af DNA mellem to bakterier i direkte kontakt. 
- LB-plade = plade med LB-vækstmedie. 
- LB-væske = vækstmedie, en slags ”madpakke” for bakterier. 
- Lipid = Fedt, stof der fra biologisk materiale kan udvindes med organiske 
opløsningsmidler. 
- Lipidsyntesen = dannelse af lipider 
- Lipofile = Fedtelskende. Opløseligt i organisk materiale. 
- Lyserer = ødelæggelse af cellens cellevæg, således at bakterien dør. 
- MBC = Minimal Bacteriacidal Concentration: den mindste koncentration, som skal til 
for, at slå 99,9 % ihjel.  
- Membranpotentiale = elektrisk potentiale over cellemembranen pga. forskellige ioner. 
- Metabolisme = summen af de livgivende processer i en levende organisme. 
- MIC = Minimal Inhibitor Concentration: den mindste koncentration, der skal til for, at 
hæmme bakterievæksten med 99,9 %. 
- Mikroorganismer = bakterier, omfatter også virus, protozoer og osv.  
- Molekyle = mindste del hvoraf et stof består og som kan eksistere i fri tilstand med 
bevarelse af alle stoffets karakteristiske egenskaber, består af to eller flere atomer. 
- mRNA = messenger RNA. Molekyle, der transporterer information om proteiners 
aminosyresammensætning fra DNA til robosomerne. Det sker ved at baserækkefølgen 
i DNA overføres til en komplementær rækkefølge i mRNA, som føres til ribosomet, 
hvor der sker en translation af information om baserækkefølgen til en rækkefølge af 
aminosyrer i et bestemt protein.   
- Mutation = pludseligt opståede ændringer i bakteriers arvelige egenskaber. 
- Omp = Outer membrane protein (proteintransporter gennem membranen som 
specificeres ved et bogstav, ex. OmpF). 
- Overnatskultur = bakteriekoloni der er opvokset i LB-væske natten over. 
- Periplasma = plasma mellem den indre og ydre membran i en gramnegativ celle. 
- Plasmid = lille uafhængigt DNA-molekyle, der indeholder genetisk information.  
- Pode = fordele bakterier på en plade.  
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- Renstrygning = man tager nogle bakterier og stryger dem ud på en plade med en 
podenål. 
- Replikation = kopiering af DNA-strenge. 
- rRNA = ribosomaltRibonucleicAcid, ribosomalt RNA, som udgør sammen med 
protein ribosomerne. 
- Sedimentation = aflejring, bundfældning. 
- Selektion = udvælgelse. 
- Sublethal = mindre dosis end dødelig. 
- Target = forskellige organismer/processer, som angribes af antibiotika i bakterien. 
- Termostabil = kan tåle opvarmning, uden at ændre form. 
- Transduktion = overførelse af genetisk DNA vha. en bakteriofag eller en virus. 
- Translation = proces hvor basesekvensen på RNA oversættes til en aminosyre. 
- Transskription = proces hvor DNA’ basesekvens omskrives til mRNA. 
- tRNA = transportribonucleicAcid, transfer RNA eller transport RNA. Det molekyle 
som i cytoplasmaet binder en aminosyre og bringer den til ribosomerne når den rette 
triplet forekommer.  
- Tæppevækst = hele agarpladen er overdækket af bakterier og der ikke er mulighed for, 
at udtage enkelte kolonier. 
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Appendix 1: 
Sammenligning mellem prokaryoter og eukaryoter. 
Først og fremmest er der en stor forskel på størrelsen af henholdvis eukaryote og prokaryote 
celler. Eukaryoter er ca. 10 gange længere end prokaryote celler, derfor har eukaryote celler 
også et større volumen, ca. faktor 103 samt en 100 gange større overflade. Denne forskel i 
volumen betyder at, den eukaryote celle har flere informationer og dermed flere muligheder, i 
forhold til metabolismen og kommunikation med omverdenen, i og med der er plads til 500-
1000 gange mere DNA. Da prokaryoter er så små organismer, klarer de meget af deres 
kommunikation via diffusion, men eftersom eukaryote organismer er en del større er disse, 
mere afhængige af andre transportformer. Forskellene i metabolismen ligger bl.a. i 
arvematerialet, hvor den eukaryote celles kromosomer ligger i en cellekerne (og er lineær), 
hvorfra denne er beskyttet mod reaktive stofskifteprodukter, så som H2O2, hvilket dannes i 
cytoplasmaet. Derimod findes arvematerialet hos den prokaryote celle  i selve cellens 
cytoplasma (og er ringformet), hvorfra denne ikke er beskyttet mod reaktive stoffer. Selve 
arvematerialet er også forskelligt; de eukaryote kromosomer indeholder ca. lige store 
mængder DNA og protein, mens bakteriekromosomerne kun er omgivet af få proteiner. 
Reproduktionen sker desuden hos eukaryote celler ved kønnet formering, mens prokaryote 
organismer reproducerer sig ved aseksuel celledeling. 
Translationen af mRNA, kan hos prokaryote organismer starte før den anden ende af 
mRNA’et er transskriberet færdigt og mRNA kan indeholde information fra flere gener, 
hvorfra en stopkode ikke nødvendigvis medfører, at ribosomerne skilles, eftersom denne løber 
videre ned over mRNA for at lede efter en evt. ny startkode. Hos eukaryote celle er 
transskriptionen og translationen rumligt adskilt; Transskriptionen foregår i kernen, mens 
translationen foregår i cytoplasmaet. Hos eukaryoter indeholder mRNA normalt kun koden 
for et gen, hvorfra de to underenheder af ribosomet vil skilles, når en stopkode får et protein 
til at stoppe proteinsyntesen. Dog nedbrydes mRNA efter ”fuldt” aflæsning hos prokaryoter, 
hvorimod den gennemsnitlige ”levetid” af mRNA er lidt længere hos eukaryote organismer. 
En anden forskel i forbindelse celledelingen, er måden hvorpå de to organismer opfører sig 
efter proteinsyntesen; Hos eukaryote celler adskilles mRNA og de to underenheder kort efter 
protein- syntesens slut, hvorimod ribosomet hos prokaryote organismer løber videre henover 
mRNA, efter den tilsyneladende er slut, da der, som tidligere nævnt, ofte er flere gener 
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transskriberet på samme mRNA, altså vil der være en ny startkode længere henne på mRNA 
hos prokaryoter. 
Grunden til, at de to organismer har en forskellig metabolisme, kan yderligere forklares ud 
fra, at prokaryote celler kun indeholder en slags RNA-polymerase, hvorimod eukaryote celler 
har 3 slags RNA-polymerase, samt at ribosomerne differentierer i størrelse; eukaryote 
organismers ribosomer er større end prokaryote organismers, hvilket skyldes forskel i antallet 
af RNA- og protein-molekyler.  
 
Grunden til, at eukaryote celler betegnes som værende højt udviklede er, at de indeholder 
organeller, hvilket er små organer, der har en afgrænset funktion. Prokaryoter er derimod 
meget simple, da de ikke indeholder disse organeller. 
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Appendix 2: 
Proteinsyntesen 
DNA indeholder koden for, hvordan proteiner skal se ud. Vha. proteinsyntesen kan man ud 
fra DNA, danne de proteiner en organisme har brug for. For at gøre dette, skal informationer i 
generne først overføres til RNA, hvilket sker via transskribtion. Det modtagne RNA kaldes 
mRNA og kommer således til, at kode for proteiners sammenhæng, i og med at den vil 
indeholde information om rækkefølgen af tripletter (aminosyrer), der samlet koder for et 
protein. Enzymet, der styrer denne proces, kaldes RNA-polymerase. 
Det dannede mRNA transporteres derefter ud til et ribosom, hvor det binder sig til den 
mindste af de to ribosomunderenheder (30S-underenheden). Herefter vil et tRNA binde sig til 
en startkode på mRNA, hvilket resulterer i, at den store ribosomunderenhed (50S-
underenheden) bindes og proteinsyntesen kan starte. 
For, at kunne danne protein ud fra mRNA, er det nødvendigt at der bliver transporteret nogle 
aminosyrer til ribosomerne, hvilket tRNA sørger for. Men først skal en aminosyre bindes til 
dets bestemte tRNA, hvilket styres af meget specifikke enzymer kaldet syntetaser. Syntetaser 
aktiverer en bestemt aminosyre ved, at binde den til ATP, under fraspaltning af to forfat 
molekyler, hvorved der dannes aminoacyl-AMP. Herefter binder syntetasen et bestemt tRNA, 
der passer til den pågældende aminosyre. Aminosyren flyttes nu over på tRNA, hvorfra der 
dannes aminoacyl-tRNA, der er parat til at indgå i proteinsyntesen. 
tRNA kan bindes til to steder, der er lige ved siden af hinanden, på ribosomet. Disse steder 
kaldes henholdsvis P (peptidyl), hvilket er hvor de nysyntetiserede peptidkæder vokser, og A 
(aminoacyl), hvilket er hvor det nye tRNA tilføres. mRNA lægger sig, i forhold til den lille 
enhed på ribosomet, sådan at startkoden ligger overfor P-pladsen, hvorefter tRNA binder sig. 
Den næste triplet, der ligger efter startkoden, bliver placeret overfor A-pladsen, hvor det nye 
tRNA tilføres. Det nye tRNA, der indsættes, passer til den bestemte triplet i mRNA, der koder 
for en bestemt aminosyre, herved er den rigtige aminosyre altså sat på den rigtige plads. Det 
tRNA, der satte sig på startkoden, havde en bestemt aminosyre knyttet til sig. Denne ”start” 
aminosyre vil af et enzym blive flyttet over på den aminosyre, der lige er blevet indsat af et 
nyt tRNA. Det tRNA der sad på P-pladsen vil frigøre sig og de to aminosyrer vil blive bundet 
sammen med en peptidbinding. Herefter flyttes det tilbageblevne tRNA, indeholdende det 
”nye” dipeptid fra A-pladsen over til P-pladsen, samtidig  
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med at mRNA rykkes tre baser i forhold til ribosomet. Der er nu plads til, at et nyt tRNA med 
en aminosyre der passer til den næste triplet, kan sætte sig på A-pladsen, hvorved 
peptidkæden vokser. 
Denne proces vil løbe videre som beskrevet, indtil der en stopkode, der fortæller cellen at der 
nu er blevet produceret et protein. Denne stopkode genkendes af et specielt protein. Dog vil 
ribosomet løbe videre over mRNA, eftersom der ofte er flere gener transskriberet på det 
samme mRNA molekyle, altså vil der være en ny startkode længere henne ad mRNA og 
processen kan fortsætte, hvorved nye polypeptider/proteiner kan dannes. 
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Appendix 3: 
 
DNA-replikation 
I princippet går de to strenge i det dobbelte ringformede DNA fra hinanden, hvilket sker vha. 
to DNA-polymerasemolekyler, der genkender ”startkoden” for hvor på bakteriekromosomet 
replikationen skal startes. Herefter løber de to DNA-polymerasemolekyler i hver sin retning i 
det ringformede DNA-molekyle, og når de mødes igen er det ringformede bakteriekromosom 
blevet til to. 
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Appendix 4: 
Triclosan 
I dette afsnit gives en generel indførsel i opbygningen af triclosan. 
 
Triclosan har molekyleformlen C12H7Cl3O2 og det systematiske 
navn 2,4,4’-trichloro-2’-hydroxydiphenylether, men også IUPAC99 
navnet 5-chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy)-phenol benyttes.  
Stoffet kan klassificeres som en ether, indeholdende den 
funktionelle –O- gruppe og desuden som en klorineret biphenol bestående af 2 aromatiske 
hydrocarbonatiske ringe. I den ring er en hydroxygruppe og et chloratom bundet til hvert sit 
C-atom, mens den anden ring indeholder 2 bundne chloratomer100.  
 
Triclosan er et syntetisk stof med en høj grad af kemisk stabilitet. Det er et hvidt pulver ved 
stuetemperatur og normalt tryk, og smeltepunktet ligger på 55-57 grader. Molarmassen er 
289,5 g/mol. Stoffet er meget termostabilt og kan således opvarmes til 200 grader i to timer 
uden at ændre form. 
 
Triclosan er et ikke-ioniseret, upolært stof som er meget svært opløseligt i vand. Til gengæld 
opløses stoffet let i de fleste organiske opløsningsmidler så som ethanol osv. samt stærkere 
basiske opløsningsmidler som NaOH. Stoffets CAS101-nummer er 3380-34-5 og det bliver 
sommetider handlet under navnet Irgasan.102 
                                                 
99 IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry 
100 Schweizer, H.P. (2001): Triclosan: a widely used biocide and its link to antibiotics. 
101 CAS: Chemical Abstract Service – CAS-registrerings numre unikke numeriske koder for kemiske stoffer  
102 Schweizer, H.P. (2001): Triclosan: a widely used biocide and its link to antibiotics.  
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Appendix 5: 
 
Korrespondance med Colgate: 
 
Kære Louise Schnegell, 
 
Tak for din mail og den interesse, du har vist vores hjemmeside. 
 
Jeg kan oplyse at mængden af triclosan i vores Colgate Total tandpasta er 
0,3 %. 
 
 
Med venlig hilsen 
Colgate-Palmolive A/S 
 
Saskia Wiinholt 
Forbrugerservice 
 
 
Colgate-Palmolive A/S, Smedeland 9, 2600  Glostrup 
Telefon: 80 60 70 00 
E-mail: cpdk@colpal.com eller klik her mailto:cpdk@colpal.com 
Besøg:   www.colgate.dk 
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Appendix 6 
 
Forsøgslogbog: 
Dag 1 
Forberedelse af agarplader: 
Vækstmedie-plader skal laves således, at vores bakterier har noget at vokse på. Dette medie 
laves ved, at komme 3liter miliQ-vand (vand uden kalk og alger) i et målebæger. Denne 
stilles på en magnetomrører og vi kommer en magnet i vandet. Vi afvejer 50,05g Tryptone; 
50,01g NaCl; 24,94g Yeast Extract og 5,00ml NaOH. og kommer det i vandet. Efter et stykke 
tid har magnetomrøren sørget for, at ingredienserne er blandet godt sammen til en væske 
kaldet LB.  
Vi tager 8 kolber, afvejer 10g agar til hver kolbe og blander det sammen med en magnet. 
Derefter hældes der 500 ml af LB-væsken i hver kolbe og vi lukker kolbehalsen til med noget 
sølvpapir.  
De 8 kolber sendes nu til autoklavering. Dvs. at de kommes i en maskine, der steriliserer dem 
ved et damptryk på 3 bar og en temperatur på 120 oC. Denne proces tager ca. halvanden time.  
 
Bakteriestammen hentes:  
I mellemtiden tager vi en stamcelle af E. coli (ALO1825: MG 1655, vildtype) op fra en fryser, 
hvor den er blevet opbevaret i glycerol 
ved en temperatur på -80 oC. 
Glycerolen medfører, at der ikke bliver 
dannet iskrystaller i bakteriecellen ved 
nedkøling, da denne dermed ville 
sprænges. E. coli kommes på en, 
allerede færdig, agarplade. Herefter 
tages en podenål, som steriliseres over 
en bunsenbrænder, og bakterierne 
bliver strøget ud over pladen. Dette 
kaldes en renstrygning og gør, at vi 
senere hen kan tage en enkelt koloni ud,   Renstrygning af E. coli 
hvor vi er sikre på, at hele kolonien har præcis samme arvemateriale.  
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Pladen, med vores E. colibakterier, sættes i varmeskab (inkubator) ved 37 oC for, at bakterier 
kan vokse op til dagen efter.        
Forskellige opløsninger af triclosan laves:  
Vi starter med at lave en opløsning af triclosan i ethanol. Dette gøres ved, at afveje 0,1g 
triclosan på en 4-decimalvægt. Da opløsningen skal være steril, kommes triclosanen herefter 
ned i et sterilt rør. 10ml ethanol blandes heri ved først, at blive sprøjtet igennem et 
steriliseringsfilter og ned i røret. Nu har vi altså en triclosanopløsning på 0,01g/ml = 10mg/ml 
= 10.000µg/ml 
For at få de ønskede koncentrationer: 0,005 µg/ml; 0,01 µg/ml; 0,02 µg/ml; 0,04 µg/ml; 0,08 
µg/ml; 0,16 µg/ml; 0,32 µg/ml; 0,64 µg/ml. af triclosan i vores agarvæske, må vi først 
udregne, hvor meget af vores triclosanopløsning, der skal i hver kolbe. Eks. for at få en 
koncentration af triclosan på 0,64µg/ml, beregner vi først, hvor meget der skal i vores kolber 
med 500 ml LB-væske: 0,64µg/ml * 500ml = 320µg. Ud fra dette kan vi beregne, hvor meget 
dette er af vores triclosanopløsning på 10.000µg/ml: 320 µg/10.000µg/ml = 0,032ml = 32µl. 
Altså skal vi tage 32µl af triclosanopløsningen og komme i de 500ml LB-væske for, at få en 
triclosankoncentration på 0,64 µg/ml. Resultaterne af de andre beregninger er: 
0,005 µg/ml:  0,00025 ml = 0,25 µl af triclosanopløsning på 10.000 µg/ml 
0,01 µg/ml:  0,0005 ml  = 0,5 µl af triclosanopløsning på 10.000 µg/ml 
0,02 µg/ml:  0,001 ml  = 1 µl af triclosanopløsning på 10.000 µg/ml 
0,04 µg/ml: 0,002 ml  = 2 µl af triclosanopløsning på 10.000 µg/ml 
0,08 µg/ml: 0,004 ml  = 4 µl af triclosanopløsning på 10.000 µg/ml 
0,16 µg/ml: 0,008 ml  = 8 µl af triclosanopløsning på 10.000 µg/ml 
0,32 µg/ml: 0,016 ml  = 16 µl af triclosanopløsning på 10.000 µg/ml 
0,64 µg/ml: 0,032 ml  = 32 µl af triclosanopløsning på 10.000 µg/ml 
 
Agarpladerne med triclosankoncentrationer laves:  
De 8 kolber hentes fra autoklavering og vi kommer de 8 forskellige mål af 
triclosanopløsningen i hver sin kolbe. Herefter sættes de, i kort tid, op på magnetomrøren og 
kommes derefter i vandbad ved 47 oC for, at undgå at agaren i LB-væsken får væsken til, at 
størkne med det samme.  
Så tages 8 x 20 petriskåle. Hver petriskål bliver markeret med, hvilken koncentration af 
triclosan der vil komme i dem. Derefter tændes en bunsenbrænder og vi tager en af kolberne 
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fra vandbadet op. Halsen på kolben flamberes kort og agarvæsken hældes op i 20 petriskåle. 
Når alle skålene er fyldte, flamberes agarvæsken i kort tid for, at fjerne luftbobler. Samme 
fremgangsmåde benyttes for alle kolberne og vi har nu 8 x 20 petriskåle, med hver deres 
koncentration af triclosan i agaren. Skålene sættes på bordet natten over, således at agaren får 
væsken til at størkne.  
Dag 2 
Vores agarplader sættes ned i kølerummet. 
Overnatskultur: 
Agarpladen med vores stambakterie af E. coli, er nu vokset op og har dannet små kolonier 
over hele pladen. Vi skal nu have flyttet en enkelt af disse kolonier, over i et flydende medie 
dvs. LB-væske, for på den måde at få en overnatskultur. 
Èn koloni udtages ved, at sterilisere en podenål over en bunsenbrænder, afkøle den i kanten af 
pladen og derefter skrabe midten af en koloni op. Kolonien på podenålen kommes nu ned i en 
kolbe, med 25 ml LB-væske og rystes af. Kolben sættes i en maskine (rysteinkubator), der 
ryster den natten over, således at der kommer luft ned i væsken. Agarpladen med vores E.coli-
kolonier sættes i køleskabet til evt. senere brug. 
 
Dag 3 
Bakteriefortyndinger:  
Vi bliver nødt til, at lave forskellige fortyndinger af vores overnatskultur, før at vi kommer 
den ud på vores agarplader. Grunden til dette er, at vi ikke ved, hvor mange bakterier der evt. 
vil overleve og hvis vi senere hen skal kunne tage en enkelt koloni ud, bliver vi nødt til at 
sørge for, at der ikke er tæppevækst på alle vores plader. Altså kan vi lettere kontrollere 
væksten. 
Følgende 4 fortyndinger laves af vores overnatskultur: 10-2, 10-4, 10-6 og 10-8. Dette gøres ved 
først, at hælde 100µl overnatskultur i et reagensglas med 10 ml LB-væske. Reagensglasset 
rystes. Fra dette reagensglas udtager vi 100µl og kommer det ned i et andet reagensglas med 
10ml LB-væske. Samme proces gentages med glas 3 og 4. Vi har nu 4 reagensglas med 
bakteriekoncentrationer af overnatskulturen i LB-væske på 10-2, 10-4, 10-6 og 10-8.   
Podning:  
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Vi henter 8 x 4 agarplader med forskellige triclosankoncentrationer, fra kølerummet og sætter 
dem i inkubatoren ved 36 oC for, at fjerne kondensvandet. Så skal vi pode vores forskellige 
plader, med de forskellige fortyndinger. Vi markerer hver plade med, hvilken 
bakteriefortyndingen der kommes på. Vi tager nu en drigalski-spatel, kommer den i 96% sprit 
og flamberer den over en bunsenbrænder. Med en pipette udtages 100µl af en 
bakteriefortynding og kommes på en agarplade. Med drigalski-spatel fordeles 
bakteriefortyndingen over hele pladen, indtil den er blevet suget ned i agaren og pladen er 
forholdsvis tør. Dette gøres med alle vores plader. Resultatet er, at vi får 8 x 4 agarplader med 
hver sin bakteriefortynding på. Alle pladerne stilles i inkubatoren natten over. 
 
Dag 4 
MIC-bestemmelse:  
Pladerne tages ud af varmeskabet og sammenlignes. Vi kan på alle pladerne med 
triclosankoncentrationer mellem 0,005µg/ml – 0,32 µg/ml, se E. coli-kolonier over hele 
pladen. Mens der kun var ganske få kolonier på pladerne med triclosankoncentrationen 
0,64µg/ml. Altså kan vi ud fra dette konstatere, at MIC-værdien for E. coli ligger på 
0,64µg/ml, da 99,9% af alle bakterierne blev stået ihjel.  
 
Agarplader med triclosankoncentrationerne: 0,16 µg/ml; 0,32 og 0,64, samt bakteriefortyndingen 10-4. 
Drabskurve for E. coli:  
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Vi ønsker også, at lave en drabskurve for vildtype E. coli, når denne udsættes for stigende 
triclosankoncentrationer. Vi tager derfor 8 plader med triclosankoncentrationerne: 
0,005µg/ml; 0,01µg/ml; 0,02µg/ml; 0,04µg/ml; 0,08µg/ml; 0,16µg/ml; 0,32µg/ml og 
0,64µg/ml. 
Der laves en fortyndinger af stamopløsningen af vores vildtype E. coli på 10-5. Vi tager 100µl 
af fortyndingen og plader ud på pladerne med de forskellige koncentrationer.  
Følgende kolonier kan tælles dagen efter: 
Triclosankoncentration (µg/ml) Antal kolonier på pladen 
0 200 
0,005 199 
0,01 180 
0,02 186 
0,04 120 
0,08 140 
0,16 83 
0,32 4 
 
 
 
Dag 5 
Opdyrkning af resistente bakterier:  
Da vi nu ved, at MIC-værdien for E. coli er 0,64µg/ml, så må de kolonier der vokser på 
agarplader med en triclosankoncentration på 0,64µg/ml, være triclosanresistente. Derfor tager 
vi 7 agarplader, med triclosankoncentrationen 0,64µg/ml, og poder 500µl ufortyndet 
overnatskultur (100) på hver plade. Disse plader sættes i inkubatoren. 
Kontrolplader:  
Samtidig laver vi nogle kontrolplader, således at vi kan finde ud af, hvor mange bakterier der 
er i vores overnatskultur. Dette gøres ved, at pode 500µl af hver bakteriefortynding ud på hver 
sin agarplade (uden triclosan). Disse plades sættes også i inkubatoren natten over.    
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Dag 6 
Vi starter med, at kigge på vores agarplader med triclosankoncentrationen 0,64µg/ml og E. 
coli-bakterier. Da der desværre ikke er vokset nogle kolonier op, sættes pladerne i 
inkubatoren igen, i håbet om, at evt. resistente bakteriekolonier vokser langsommere op. 
Optælling af bakterier: 
På vores kontrolplader er der vokset mange E. coli-kolonier op. På pladerne med 
bakteriefortyndinger 10-2 og 10-4 er der tæppevækst. På pladen med fortyndingen 10-6 er der 
ca.450 bakteriekolonier og på pladen med fortyndingen 10-8 er der 23 kolonier. Ud fra de 
sidste to optællinger, kan vi beregne antallet af bakterier pr. ml i overnatskulturen.    
Udfra optællingen på pladen, hvor der er en bakteriefortynding på 10 -6, er antallet af bakterie 
i overnatskulturen: (450*10 6 ) x 0,5 ml = 900*106 pr. ml = 9*108 bakterier pr. ml. 
På den anden plade, med bakteriefortyndingen 10 -8 kan, vi beregne, at antallet af bakterier i 
overnatskulturen er: (23*10 8) x 0,5ml = 46*108 bakterier pr. ml. 
Vores kontrolplader sættes i køleskabet til senere observering. 
 
 
Kontrolplade med en bakteriefortynding på 10-6. 
 
Dag 7 
Vi starter med, at tage vores plader ud fra varmeskabet med 0,64µg/ml triclosan og E. coli på. 
De har nu stået i varmeskabet i 2 døgn. Desværre er der stadig ikke vokset nogle 
 
1. Semesterprojekt                                                                                             Hus 13.1 - Gruppe 2  
Bakteriers multiresistens og triclosan                                           Vejleder: Anders Løbner-Olesen 
 
Side 78/98 
  
Renstrygning af evt. resistente kolonier 
bakteriekolonier op. Derfor er planen nu, at vi kommer 10 gange så mange bakterier på 
agarpladerne med triclosanopløsningen 0,64µg/ml.   
I foregående forsøg kom vi 0,5ml overnatskultur på hver plade. Nu vil vi så komme 5 ml på 
hver plade. Dette gøres ved, at centrifugere 5ml overnatskultur i 5 minutter ved 7000 
omdrejninger pr. minut. På den måde bliver bakterier presser sammen i bunden og vi kan 
hælde det overskydende LB-væske fra. Vi kommer nu 0,5 ml ny LB-væske oveni den 
koncentrerede, sammenpressede bakteriemasse. Med en pipette løsnes bakterier fra bunden og 
bliver blandet i LB-væsken. Vi poder 10 agarplader med triclosankoncentrationen 0,64µg/ml 
hver med 0,5ml koncentreret overnatskultur. Derefter sættes pladerne i inkubatoren til næste 
dag.  
Kontrolforsøg: 
Vi laver nogle nye kontrolforsøg for igen, at kunne beregne antallet af bakterier i vores 
overnatskultur. Vi starter med, at lave nogle nye fortyndinger af vores overnatskulturer på 10-
6, 10-7og 10-8. Så kommer vi 500µl af hver fortynding, på hver sin agarplade, uden triclosan. 
Vi laver 2 kontrolplader for hver fortynding, altså 6 plader i alt. Disse plader sættes også i 
inkubatoren natten over.   
 
Dag 8 
Vi tager vores plader ud af varmeskabet. På vores agarplader med triclosankoncentrationen 
0,64µg/ml kan vi se, at der nu er opvokset nogle E. coli-kolonier; mellem 10 og 25 kolonier 
på hver plade. Disse plader samt vores kontrolplader sættes i køleskabet. 
 
Dag 9 
Renstrygning af evt. resistente e.coli: 
Vi tager 10 nye agarplader med 
triclosankoncentrationen 0,64 µg/ml op fra 
kølerummet og sætter dem i inkubatoren i ca. 
15 min for at fjerne kondensvand. Vores 
agarplader med evt. resistente E. coli-bakterier 
tages ud af køleskabet og observeres. Nogle af 
kolonierne ser lidt anderledes ud end de 
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plejer. Det kan skyldes, at der er kontaminering på pladen eller at bakteriekolonier ændrer 
morfologi, når de bliver resistente. De 10 nye agarplader deles hver op i 4 felter. På hvert felt 
renstryger vi en enkelt koloni. Hvert felt markeres med, om stamkolonien er stor eller lille. I 
alt renstryges 40 muligvis resistente E. coli-kolonier. Grunden til vi renstryger kolonierne er, 
at vi vil sikre os, at de virkelig er resistente. Pladerne sættes i inkubatoren til næste dag. 
 
Optælling af kontrolplader: 
Ved optælling af antallet af kolonier på vores kontrolplader, fra den foregående dag, fås 
følgende: 
Fortynding Antal kolonier Antal kolonier Gennemsnit 
10 -6 Ca. 800 ? Ca. 1000 ? Ca. 900 ? 
10 -7 185 180 182,5 
10 -8 19 31 25 
Det samlede gennemsnit er (hvis vi undlader fortyndingen på 10 -6, da den er upræcis):  
(25*10 8+ 18,25 10 8) / 2 = 21,625*108 bakterier pr. 0,5 ml = 43,25*10 8 bakterier pr. ml. 
Altså er der 43,25*10 8 bakterier pr. ml i vores overnatskultur. 
 
Dag 10 
Vores plader, med evt. resistente E. coli-bakterier, tages ud af inkubatoren og sættes i 
køleskabet. 
 
Dag 11 
Opdyrkning af resistente bakterier: 
Vi starter med at tage vores plader med evt. resistente bakterier ud fra køleskabet. Vi kan nu 
se, at der på 6 af felterne ikke er E. coli-bakterier, men at de kolonier der er vokset op 
sandsynligvis er en anden bakterie. På 16 af felterne er der overhovedet ikke vokset noget op. 
Mens der på de resterende 18 felter er vokset nogle pæne E. coli-kolonier op. Før vi kan 
opdyrke disse kolonier i LB-væske, skal vi have lavet noget LB-væske med en 
triclosankoncentration på 0,64 µg/ml. Dette gør vi for at sikre os, at kolonierne forbliver 
resistente ved denne MIC-værdi. Vi kommer 19,2 µl af vores triclosanopløsning på 10.000 
µg/ml i en kolbe med 300 ml LB-væske. Kolben sættes i vandbad for, at fordele triclosanen i 
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væsken. Vi tager nu 18 reagensglas og kommer 5 ml LB-væske med triclosankoncentartionen 
0,64 µg/ml i hvert glas. Samtidig nummererer vi glassene fra 1-18. Med en steril podenål 
udtages en enkelt bakteriekoloni fra hver af de 18 felter. Kolonierne podes ned i hvert sit glas 
med LB-væske. Vi markerer også hvert glas med, om kolonien er taget fra en oprindeligt stor 
eller lille koloni. De 18 reagensglas sættes i rysteinkubatoren natten over. 
 
Dag 12 
De 18 reagensglas med overnatskulturerne sættes i køleskabet. I glas nr. 6 var der ikke 
opvokset nogen bakterier. Vi har derfor kun 17 reagensglas, med overnatskulturer af 
resistente bakterier. 
Dag 13 
Nye agarplader laves: 
Da vi ønsker at undersøge, om vores 17 resistente bakteriekulturer er lav- eller højresistente, 
skal vi have lavet nogle nye plader triclosankoncentrationer, der er højere end MIC-værdien. 
Derfor laver vi 20 plader med en triclosankoncentration på 1,28 µg/ml og 20 plader med en 
triclosankoncentration på 2,56 µg/ml. Pladerne laves på præcis samme måde som den første 
dag. 
Derudover laver vi 17 nye 5 ml overnatskulturer af vores allerede resistente bakterier.  
Dette gøres for, at holde vores overnatskulturer så friske som muligt. De stilles 
i rysteinkubatoren natten over. 
 
Dag 14 
Vores agarplader med triclosankoncentrationerne 1,28 µg/ml og 2,56 µg/ml sættes ned i 
kølerummet. De 17 overnatskulturer sættes i køleskabet. 
 
Dag 15 
Lav- og højresistensforsøg startes: 
Vi henter 16 agarplader med en triclosankoncentration på 1,28 µg/ml og 16 plader med 2,56 
µg/ml triclosan fra kølerummet og sætter dem i inkubatoren for at fjerne kondensvandet. 
(OBS! Vi har nu kun 16 bakterierkulturer, da nr.3 er blevet kontermineret.). Vi poder 500 µl 
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af hver overnatskultur på henholdsvis 1,28 µg/ml og 2,56 µg/ml-pladerne. Vi nummererer 
pladerne, efter hvilken bakteriekultur vi har podet på og sætter dem i inkubatoren. 
  
Dag 16 
Bestemmelse af lav- og højresistens: 
Vi starter med, at tage vores plader ud fra inkubatoren. Ved observation ser vi, at klon 5 og 17 
danner tæppevækst på begge plader. Ud fra dette kan vi konstatere, at de begge er 
højresistente. Klon 1, 2, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 og 16 dannede alle tæppevækst på 
agarplader med en triclosankoncentration på 1,28 µg/ml, mens der for dem alle sammen 
gjaldt, at nogle kolonier kunne vokse på 2,56 µg/ml-pladerne. Altså må disse kloner være 
lavresistente, op til og med en triclosankoncentration på 1,28 µg/ml. Klon 4 havde 
tæppevækst på 1,28 µg/ml-pladen og rigtig mange kolonier på 2,56 µg/ml-pladen. Denne klon 
er dog stadig lavresistent, men den har stor tendens til højresistens. Klon 7 var den eneste, der 
ikke dannede tæppevækst på 1,28 µg/ml-pladen. Der var dog alligevel mange kolonier. Der 
var næsten samme antal af kolonier på pladen med 2,56 µg/ml. Altså må vi konstatere, at klon 
7 har en anden form for lavresistens, men at der er stor tendens til højresistens. 
 
Optælling af kolonier på pladerne 
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Klon TC-koncentration Antal kolonier Resistenstype 
1 2,56 µg/ml 525 Lav 
2 2,56 µg/ml 508 Lav 
4 2,56 µg/ml 1235 Lav 
7 1,28 µg/ml 774 MIC 
7 2,56 µg/ml 493 MIC 
8 2,56 µg/ml 334 Lav 
9 2,56 µg/ml 119 Lav 
10 2,56 µg/ml 177 Lav 
11 2,56 µg/ml 191 Lav 
12 2,56 µg/ml 210 Lav 
13 2,56 µg/ml 245 Lav 
14 2,56 µg/ml 134 Lav 
15 2,56 µg/ml 192 Lav 
16 2,56 µg/ml 69 Lav 
5 2,56 µg/ml Tæppevækst Høj 
17 2,56 µg/ml Tæppevækst Høj 
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Klon 17 på en 2,56 µg/ml-plade, 
Klon 4 på en 2,56 µg/ml-plade, 
Klon 8 på en 2,56 µg/ml-plade og 
Klon 7 på en 2,56 µg/ml-plade   
 
Vi ønsker nu at lave overnatskulturer af 4 højresistente bakteriekulturer. 
Dette gøres ved først, at lave noget LB-væske med en triclosankoncentration på 2,56 µg/ml. 
Vi beregner, hvor meget triclosan der skal i 5 ml, da vi kun skal bruge 5 ml af hvert 
overnatskultur: 2,56 µg/ml * 5 ml = 12,8 µg. Så beregner vi, hvor meget vi så skal tage af 
vores triclosanopløsning: (12,8 µg) /(10.000 µg/ml) = 0,00128 ml = 1,28 µl. Altså kommes 
1,28 µl af vores 10.000 µg/ml triclosan i hvert af de 4 reagensglas sammen med 5 ml LB-
væske. Fra pladerne med en triclosankoncentration på 2,56 µg/ml, tages en koloni fra 
klonerne: 4, 5, 9 og 17. Disse kommes ned i hvert sit reagensglas. Disse reagensglas sættes i 
rysteinkubatoren.  
1. Semesterprojekt                                                                                             Hus 13.1 - Gruppe 2  
Bakteriers multiresistens og triclosan                                           Vejleder: Anders Løbner-Olesen 
 
Side 84/98 
Da de oprindelige overnatskulturer af klon 4, 5 og 9 ikke var højresistente, navngiver vi de 
isolerede højresistente kloner som: 4a, 5a og 9a.  
Vores oprindelige 16 resistente bakteriekulturer registrerer vi i Anders Løbner Olsens 
bakterie- register og fryser ned ved -80oC. Dette gøres ved, at tage 500 µl glycerol og 500 µl 
overnatskultur og komme det ned i et lille reagensglas. Hvert glas markeres og registreres på 
computeren: Klon 1: ALO2782, klon 2: ALO2783, klon 4: ALO2784, klon 5: ALO2785, klon 
7:2786, klon 8: ALO2787, klon 9: ALO2788, klon 10: ALO2789, klon 11: ALO2790, klon 
12: ALO2791, klon 13: ALO2792, klon 14: ALO 2793, klon 15: ALO 2794, klon 16: 
ALO2795 og klon 17: ALO2796. 
 
Kontrolforsøg: optælling af bakterier pr. ml. i udvalgte resistente kloner  
Vi udvælger 9 kloner, som vi ønsker at koncentrationsbestemme. 
Høj: 4a, 5, 7a og 9a. 
Lav: 4,7, 8, 9 og 15. 
Vi fortynder de udvalgte kulturer i forholdende 1:106 og 1:107 og plader derefter 0,1 ml af 
hver fortynding ud på rene LB-plader. Der laves 2 plader for hver klon således, at antallet af 
bakterier i overnatskulturerne kan bestemmes mere præcist.  
Disse plader sættes i inkubatoren. 
 
Dag 17 
De højresistente overnatskulturer tages ud af rysteinkubatoren og sættes i køleskabet. 
Pladerne tages ud af inkubatoren og der laves følgende optællinger af kolonier: 
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Klon Fortynding Antal kolonier Bakterier pr. 0,1 ml. Gennemsnit: 
4a 10-6 30 3*107 bakterier 
4a 10-7 6 6*107 bakterier 
4,5*108 bakterier/ml 
4 10-6 314 31*107 bakterier 
4 10-7 47 47*107 bakterier 
39*108 bakterier/ml 
5 10-6 Kontaminering - 
5 10-7 2 2*107 bakterier 
2*108 bakterier/ml 
7a 10-6 12 1,2*107 bakterier 
7a 10-7 3 3*107 bakterier 
2,1*108 bakterier/ml 
7 10-6 147 15*107 bakterier 
7 10-7 5 5*107 bakterier 
10*108 bakterier/ml 
8 10-6 218 22*107 bakterier 
8 10-7 23 23*107 bakterier 
22,5*108 bakterier/ml 
9a 10-6 37 3,7*107 bakterier 
9a 10-7 5 5*107 bakterier 
4,4*108 bakterier/ml 
9 10-6 94 9,4*107 bakterier 
9 10-7 29 29*107 bakterier 
20*108 bakterier/ml 
15 10-6 321 32,1*107 bakterier 
15 10-7 42 42*107 bakterier 
37*108 bakterier/ml 
 
Dag 18 
Vi ønsker, at undersøge om triclosanresistens medfører antibiotikaresistens. Derfor laver vi 
stamopløsninger af følgende antibiotika: 
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Nummer Navn Target Stamopløs. konc. Opløst i 
1 Streptomycin P 50 mg/ml H2O 
2 Spectinomycin P 50 mg/ml* H2O 
3 Tetracyclin P 10 mg/ml Ethanol 
4 Ampicilin C 100 mg/ml H2O 
5 Chlorampenicol P 10 mg/ml Ethanol 
6 Kanamycin P 50 mg/ml H2O 
7 Cephalexin C 3,6 mg/ml H2O 
8 Rifampicin P 30 mg/ml H2O 
9 Anisomycin DNA 20 mg/ml Ethanol 
* stamopløsning som vi selv skulle fremstille 
 
Stamopløsning-produktion af antibiotikum: 
Vi behøver kun, at lave stamopløsninger af et antibiotikum (da de andre haves), nemlig 
Spectinomycin. Vi vil gerne have dette antibiotikum opløst i 5 ml med stamopløsnings-
koncentrationen: 50 mg/ml. Dette gøres ved, at vi først afvejer mængden af antibiotika, dvs. 
250 mg. Der tilsættes lidt opløsningsmiddel, i dette tilfælde vand, så stoffet opløses. Denne 
opløsning puttes i et falconrør. Derefter tilsættes lidt mere opløsningsmiddel, så vi er sikrer 
på, at alt stoffet er kommet med. Denne procedure fortsættes, indtil den ønskede 
koncentration er nået. Da opløsningen skal steriliseres, suges denne derfor op med en sprøjte. 
Et steriliseringsfilter placeres på sprøjten og opløsningen sprøjtes gennem og ned i et nyt 
falconrør.  
Alle opløsningerne stilles i køleskabet. 
  
Dag 19 
Pilotforsøg: Bestemmelse af passende klaringszoner for antibiotika 
Vi ønsker, at finde den koncentration af hvert af de 9 antibiotika, som giver en passende 
klaringszone for vores vildtypebakterie af E. coli. 
Vi tager antibiotikastamopløsninger og laver for hvert antibiotikum følgende fortyndinger: 
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Fortynding Metode 
1:1 Tag 1 ml af stamopløsning 
1:10 0,1 ml stamopløsning + 0,9 ml opløsningsmiddel 
1:100 0,1 ml 1:10 opløsning + 0,9 ml opløsningsmiddel 
1:1000 0,1 ml 1:100 opløsning + 0,9 ml opløsningsmiddel 
Vi ender med, at få 36 reagensglas med de 9 forskellige antibiotika i 4 forskellige 
opløsninger. 
Vi tager en pincet og steriliserer den ved først, at komme den i ethanol og derefter flambere 
den over en bunsenbrænder. Så kommer vi en autoklaveret disk over i hvert af de 36 
reagensglas. Vi lader diskene stå et stykke tid, så de kan suge opløsningen til sig. 
 
Vi tager 9 rene LB-plader og poder 0,5 ml af vores vildtype E. coli ud på, med en drigalski-
spatel. 4 disk med de forskellige fortyndinger fra hvert antibiotikum placeres nu på hver sin 
plade med angivelse af koncentration. Vi har nu 9 plader indeholdende diske med 
fortyndinger af hvert antibiotikum. Disse plader sættes i inkubatoren natten over. 
 
Dag 20 
Resultat af pilotforsøg  
Vi tager pladerne ud fra varmeskabet. Man kan nu se en klaringszone rundt om alle diskene 
(med få undtagelser). Denne klaringszone afhænger af fortyndingerne af 
antibiotikastamopløsningerne. Vi beslutter, at fortsætte forsøget med de fortyndinger, der 
laver en pæn klaringszone med en diameter på gennemsnitlig 2 cm hos vores vildtype E. coli.  
OBS: Diskene har en diameter på 0,8 cm, som ikke er trukket fra vores målte klaringszoner.  
Vi anvender følgende koncentrationer i hovedforsøget: 
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Nummer Navn Konc. Stamopløsning 
koncentration. 
Koncentration: Klaringszone 
1 Streptomycin 1:100 50 mg/ml 0,5 mg/ml 2,5 cm 
2 Spectinomycin 1:10 50 mg/ml 5 mg/ml 2,2 cm 
3 Tetracyclin 1:100 10 mg/ml 0,1 mg/ml 2 cm 
4 Ampicilin 1:100 100 mg/ml 1 mg/ml 2,3 cm 
5 Chlorampenicol 1:10 10 mg/ml 1 mg/ml 2 cm 
6 Kanamycin 1:100 50 mg/ml 0,5 mg/ml 2,3 cm 
7 Cephalexin 1:1 3,6 mg/ml 3,6 mg/ml 2,3 cm 
8 Rifampicinn 1:10 30 mg/ml 3 mg/ml 1,7 cm 
9 Anisomycin 1:10 20 mg/ml 0,2 mg/ml 1,9 cm 
 
 
 
Pilotforsøg for streptomycin og Cephalexin 
Start af hovedforsøget 
Vi tager 27 rene LB-plader og deler pladerne op med streger, så der er plads til 3 diske på 
hver. Derefter tager vi vores overnatskulturer af de 9 udvalgte resistente kloner  
(4 højresistente: 5, 4a, 7a og 9a og 5 lavresistente: 4,7, 8, 9, 15). Vi plader 500 µl af hver 
overnatskultur ud på pladerne og kommer derefter diskene på. På pladerne er der angivet, 
hvilken klon der er med at gøre. I midten ved dellinjerne er der angivet hvilket antibiotikum, 
der er i det pågældende felt (nr. 1-9) 
Pladerne sættes i varmeskabet. 
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Dag 21 
Pladerne tages ud af varmeskabet og med en lineal, måles klaringszonernes størrelse i cm: 
 Klon 4 4a 5 7 7a 8 9 9a 15 Vild type 
 Antibiotikum L H H L H L L H L  
1 Streptomycin 2,6 2,1 2,5 2,2 2,3 2,3 2,5 2,1 2,6 2,5 
2 Spectinomycin 2,5 1,9 2 1,9 2,1 2,1 2,4 2 2 2,2 
3 Tetracyclin 1 1,1 1,1 0,9 1,3 1,3 1,3 1,1 0,9 2 
4 Ampicilin 2,1 1,7 2,1 2 2 1,7 1,7 1,8 1,9 2,3 
5 Chlorampenicol 2,1 1,8 1,8 1,7 1,8 1,8 2 1,9 2,1 2 
6 Kanamycin 2,1 2 2,5 2,1 1,7 2 2 1,9 2,2 2,3 
7 Cephalexin 2 2 2,1 1,9 1,8 1,8 1,9 1,7 2,1 2,3 
8 Rifampicinn 1,6 1,6 1,7 1,5 1,6 1,6 1,7 1,7 1,7 1,7 
9 Anisomycin 0,9 1,1 1,1 1 1,2 1,1 1 0,9 1 1,9 
 
Resistent (lille 
eller ingen 
klaringszone) 
Meget høj 
tolerance 
(klaringszonen er 
0,7 cm eller mere 
i forskel) 
Mere tolerant end 
vildtype (mere 
end 0,1 cm. 
forskel) 
Mindre tolerant 
end vildtype 
(mere end 0,1 cm. 
forskel) 
Samme tolerance 
som vildtype (± 
0,1 cm.) 
H = Triclosan højresistent, L = Triclosan lavresistent. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Semesterprojekt                                                                                             Hus 13.1 - Gruppe 2  
Bakteriers multiresistens og triclosan                                           Vejleder: Anders Løbner-Olesen 
 
Side 90/98 
Resultat af antibiotikaforsøg 
Højresistente kloner Resistente overfor  Meget høj tolerance Kommentarer 
4a 3 og 9  Højere tolerance overfor 8 
ud af 9 antibiotika end v.t. 
7a  3 og 9 Højere tolerance overfor 7 
ud af 9 antibiotika end v.t. 
9a 3 og 9  Højere tolerance overfor 7 
ud af 9 antibiotika end v.t. 
5 9 3 Højere tolerance overfor 6 
ud af 9 antibiotika end v.t. 
Lavresistente kloner    
4 3 og 9  Højere tolerance overfor 5 
ud af 9 antibiotika end v.t. 
7 3 og 9  Højere tolerance overfor 
alle antibiotika end vt 
8 9 3 Højere tolerance overfor 7 
ud af 9 antibiotika end vt 
9 9 3 Højere tolerance overfor 5 
ud af 9 antibiotika end vt 
15 3 og 9  Højere tolerance overfor 5 
ud af 9 antibiotika end vt 
 
 
Antibiotikaforsøg for klon 4a 
 
Nye overnatskulurer laves: 
Vi ønsker, at lave nye overnatskulturer med de 9 resistente kloner og vores vildtype E. coli. 
Vi vælger, at lade de lavresistente kloner 4, 7, 8, 9 og 15 overnatte i LB-væske med en 
triclosankoncentration på 1,28 µg/ml og de højresistente kloner: 4a, 5, 7a og 9a overnatte med 
en TC-koncentration på 2,56 µg/ml. Grunden til dette er, at det eliminerer risikoen for, at 
vores resistente kloner muterer tilbage. Vi laver triclosankoncentrationerne ud fra vores 
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stamopløsning af triclosan på 100 µg/ml. Vi har 10 ml ren LB og tilsætter hhv. 128 µl og 256 
µl af stamopløsning for, at få de ønskede koncentrationer. Der tilsættes nu 100 µl af hver klon, 
de højresistente i glassene med 2,56 µg/ml TC og de lavresistente til glassene med 1,28 µg/ml.  
Til et sidste glas, uden triclosan, tilsættes 100 µl vildtype E. coli. Vi sætter disse reagensglas i 
rysteinkubatoren. 
 
Dag 22 
Bakteriernes væksthastigheder måles vha. spektrofotometri: 
Vi ønsker, at måle de 9 resistente kloner + vildtype E. coli’s væksthastigheder for senere, at 
kunne diskutere om resistensevnen hæmmer bakteriens væksthastighed. 
 
Vi måler bakteriernes væksthastigheder vha. et spektrofotometer, hvor bakteriernes  
absorptionkoefficient måles i forhold til ren LB-væske. Denne koefficient skal helst ligge 
mellem 0,05-0,57 for at være nøjagtig, da bakterierne ellers vil skygge for hinanden. 
Spektofotometeret indeholder 6 kyvetter, der hver kan indeholde 1 ml af den væske der skal 
måles på. I den første kyvette skal der være en ´blindprøve´, således at den kan trække denne 
absorption fra resten af målingerne. Altså i dette tilfælde ren LB-væske. Der sidder en laser på 
den ene side. Denne sender lys, med en bølgelængde på 600 nm, gennem kyvetterne. En 
detektor på den anden side måler derefter absorptionen af lyset. 
Vi tager 10 kolber og kommer 50 ml LB-væske i hver. Vi tilsætter 100 µl af hver 
overnatskultur, som er taget ud af rysteinkubatoren fra dagen før, ned i hver sin kolbe (de 
fortyndes altså 500 gange). Herefter sættes kolberne i vandbad ved 37 oC, hvor kolber 
samtidig rystes således, at væsken bliver tilført luft og bakterierne derved får gode 
vækstbetingelser. Da vi i alt skal lave målinger hver 20 min af 10 forskellige prøver, må vi 
tage lave forskydningsmålinger, dvs. at vi tager målinger af 5 prøver hver 10 min.   
Efter de første 20 min tager vi 1 ml fra hver af de 5 første kolber og putter ned i hver sin 
kyvette i spektrofotometeret. Vi noter arsorptionskoefficienten. Spektofotometeret renses ved, 
at sprøjte vand ned i kyvetterne og suge væsken op igen. Hermed er der klar til en ny måling.  
10 min efter tager vi målinger af de næste 5 kolber og sådan fortsættes forsøget i i alt 380 
min.   
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Når absorptionskoefcienten nåede ca. 0,5 ved en af klonerne, fortyndede vi denne ved, at tage 
100 µl og komme i 50 ml ny LB-væske, hvorefter forsøget fortsatte. De første fortyndinger 
skulle laves efter ca. 220-280 min. 
Alle målinger resulterede i følgende resultater: 
Tid 
(min) 
Vild 
type 
Klon 
4a 
Klon  
4 
Klon  
5 
Klon 
7a 
Klon  
7 
Klon  
8 
Klon 
9a 
Klon  
9 
Klon 
15 
20 0,009 0,014 0,008 0,005 0,004 0,005 0,029 0,013 0,005 0,004 
40 0,008 0,026 0,007 0,004 0,004 0,006 0,019 0,017 0,007 0,005 
60 0,009 0,034 0,008 0,005 0,008 0,005 0,019 0,022 0,005 0,004 
80 0,010 0,052 0,009 0,008 0,013 0,008 0,023 0,039 0,007 0,006 
100 0,013 0,090 0,010 0,008 0,024 0,010 0,029 0,069 0,009 0,008 
120 0,019 0,153 0,014 0,009 0,046 0,014 0,042 0,131 0,014 0,014 
140 0,030 0,276 0,021 0,012 0,088 0,023 0,070 0,250 0,023 0,026 
160 0,055 0,405 0,035 0,017 0,168 0,039 0,122 0,382 0,041 0,050 
180 0,104 0,661 0,063 0,026 0,321 0,065 0,220 0,620 0,074 0,093 
200 0,201 1,020 0,114 0,036 0,470 0,102 0,372 0,974 0,139 0,179 
220 0,354 0,015 0,211 0,051 0,004 0,153 0,564 0,003 0,276 0,339 
240 0,579 0,018 0,349 0,073 0,001 0,249 0,010 0,006 0,385 -0,006 
260 0,001 0,026 0,553 0,093 0,001 0,379 0,013 0,015 0,655 -0,005 
280 0,002 0,045 0,001 0,121 0,009 0,616 0,017 0,031 0,002 0,002 
300 0,008 0,084 0,001 0,159 0,025 0,000 0,025 0,069 0,000 0,002 
320 0,018 0,166 0,006 0,219 0,063 0,000 0,041 0,139 0,004 0,008 
340 0,039 0,305 0,014 0,281 0,125 0,006 0,094 0,340 0,016 0,032 
360 0,116 0,595 0,047 0,427 0,323 0,014 0,175 0,522 0,037 0,069 
380 0,223 0,912 0,085 0,544 0,476 0,029 0,317 0,815 0,074 0,136 
De tal der er fremhævet, angiver tidspunktet hvor vi har fortyndet vækstforsøget ved denne 
klon.  
OBS: Det ses, at vi under hele forsøget ikke behøvede, at fortynde klon 5 (højresistens), da 
den voksede langsommere end de andre kloner. 
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Dag 23 
Konkurrence ml. resistente kloner og vild type E. Coli: 
Formålet med dette forsøg er, at vi ønsker at se, hvordan vildtype E. coli og vores resistente 
E. coli-bakterier konkurrerer gennem tre dage i henholdsvis et triclosanfrit miljø og i miljøer 
med sublethale doser (under MIC-værdien på 0,64 µg/ml) af triclosan.  
 
Bestemmelse af ∆lac og lac+: 
Under vores konkurrenceforsøg skal vi kunne se forskel på vores resistente bakterier og 
vildtype E. coli. Dette kan man ikke gøre på almindelige LB-plader, da alle E. coli-kolonier 
ligner hinanden. Men hvis man plader bakterierne ud på nogle agarplader, der indeholder et 
stof kaldet IPTG samt x-gal, så vil E. coli-bakterier der er ∆lac (lactose negative) forblive 
hvide, mens lac+ E. coli-bakterier (lactose positive) vil blive farvet blå. Vi regner med, at 
vores resistente bakterier er lac+, så derfor tager vi en E. coli-stamkultur kaldet MG1637 op 
fra fryseren, da den er ∆lac. Dette er det eneste, der adskiller den fra vores egen vildtype af E. 
coli (ALO1825: MG1655). 
For at være helt sikrer i vores formodning, laver vi et pilotforsøg. Vi plader 50 µl af vild type 
E. coli -1637 , vildtype E. coli-1825 og en repræsentant af vores kloner: klon 9, ud på hver 
deres agarplade indeholdende IPTG + x-gal. Disse blev stillet i inkubatoren natten over.  
 
Dagen efter kunne vi se resultatet. Vores resistente klon 9, samt vildtype 1825 var blevet 
farvet blå og er dermed lac+, mens vildtype MG 1637’s kolonier blev hvide og dermed er 
∆lac. Vi kan nu kende forskel på vores bakterier i konkurrenceforsøget og fortsætter derfor 
med vildtype MG 1637, vildtype 1825 og vores resistente kloner.
  
 
Bestemmelse af ∆lac og lac+ hos vildtype 1637, vildtype 1825 og klon 9. 
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Dag 24 
Ny overnatskulturer laves: 
For at sikre os, at de resistente bakterier og vildtypen har samme betingelser, vælger vi, at 
lave nye overnatskulturer for alle bakteriekulturerne. Vi har valgt, at arbejde med de resistente 
kloner 4a, 5, 7 og 8, da vi herved har to højresistente kloner: 4a og 5 og to lavresistente: 7 og 
8.  
Vi tager 1 ml af hver klon og kommer i centrifugen (v. 7000 omdr./min) og får dermed 
spundet vores resistente bakterier ned. Vi hælder den triclosanholdige væske fra og tager 1 
ml. ren LB og opløser bakterierne i. Derefter tager vi den ene ml og putter over i 10 ml LB-
væske. Samme procedure benytter vi, for både vildtype 1825 og 1637. 
 
Produktion af nye plader: 
Desuden skal vi have lavet nye plader indeholdende indikatorene IPTG + x-gal. Der laves en 
2 liter LB-blanding indeholdende 40 g agar. Blandingen fordeles i 4 x 0,5 l. glas og sendes til 
autoklavering. Vi forventer, at have LB-blanding til ca. 70 plader og da der skal tilsættes 75 µl 
af både IPTG og x-gal til hver plade, tilsætter vi ca. 1,3 ml af hvert stof til de afkølede 0,5 L. 
LB-blandinger. Heraf laver vi 70 plader. Denne metode anvendes, da det sikrer en jævn 
fordeling af de farvefremkaldende stoffer, i modsætning til, hvis vi udpladede 75 µl af hvert 
stof ovenpå allerede færdige LB-plader. 
 
Dag 25 
Renstrygning af nedfrosne kloner: 
For at sikre os, at vi ikke har kontamineringer i vores overnatskulturer, vælger vi, at producere 
nogle helt nye. Vi laver derfor renstrygninger af de nedfrosne kloner: 5, 8 og 9 samt af 
vildtype 1637 og 1825 på LB-plader, indeholdende IPTG + x-gal. Dermed får vi også et bedre 
indtryk af, hvordan klonerne, samt vildtyperne vokser på normalvis.  
Den sidste renstrygning af klon 4a, foretager vi ved, at tage lidt af overnatskulturen og pode 
ud på en LB-plade (denne klon er ikke frosset ned!) 
Vi sætter disse 6 plader i varmeskabet. 
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Dag 26 
Nye overnatskulturer laves: 
Vi laver nye overnatskulturer af de resistente kloner 5, 7, 8 og 4a, samt af vildtyperne 1637 og 
1825. Fra vores renstrøgne plader, tager vi en enkelt koloni og putter den ned i:   
a) 10 ml. LB med en triclosankoncentration på 2,56 µg/ml (de højresistente kloner: 4a og 
5) 
b) 10 ml. LB med en triclosankoncentration på 1,28 µg/ml (de lavresistente kloner: 7 og 
8) 
c) 10 ml. LB uden triclosan (vild typerne: 1637 og 1825) 
 
Vi laver triclosanopløsningerne ud fra vores stamopløsning af triclosan på 100 µg/ml ethanol. 
Vi har 10 ml ren LB-væske og tager derfor hhv. 128 µl og 256 µl af stamopløsningen og 
tilsætter de 10 ml LB-væske. Herved fås de ønskede triclosankoncentrationer. 
I alt får vi 6 reagensglas, som vi sætter i rysteinkubatoren. 
 
Dag 27 
Kontrolforsøg laves: 
Herved finder vi ud af, hvor mange bakterier der er i de forskellige overnatskulturer. Vi tager 
de 6 reagensglas ud af rysteinkubatoren og fortynder hver overnatskultur til 10-6. Derefter 
poder vi 100 µl af fortyndingerne ud på hver sin rene LB-plade med en drigalski-spatel. Disse 
plader sættes i inkubatoren.  
 
Konkurrenceforsøget startes: 
Vi starter med, at blande 5 µl af vildtype 1637 med 5 µl af vildtype1825 i 10 ml LB-væske. 
Denne fortyndes nu til 10-6. Der plades 100 µl af fortyndingen ud på 2 LB-plader (så vi kan 
tage et gennemsnit) med IPTB + x-gal således, at vi efter en nat i inkubatoren, kan kontrollere 
pladerne for forholdet mellem de 2 stammer. Derudover er formålet, at vi kan se hvordan de 2 
vildtypers vækstmønstre er i forhold til hinanden og notere evt. forskelle mellem vildtyperne.  
 
Vi tager 16 reagensglas med 10 ml LB-væske. 4 af glassene forbliver med ren LB. De første 4 
glas får alle en triclosankoncentration på 0,08 µg/ml, ved at komme 8 µl af vores 100 µg/ml 
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triclosanopløsning i. De næste 4 glas får en TC-koncentration på 0,16 µg/ml ved, at tilsætte 16 
µl triclosanopløsning og de sidste 4 glas får TC-koncentrationen 0,32 µg/ml, da 32 µl af 
triclosanopløsning tilsættes. Da alle vores kloner skal konkurrere med vildtype 1637, så 
kommer vi 5 µl af dennes overnatskultur ned i alle glassene. Herefter kommer vi 5 µl af hver 
klon ned i glas med forskellige triclosanindhold. Grunden til de valgte 
triclosankoncentrationer: 0,08 µg/ml, 0,16 µg/ml og 0,32 µg/ml er, at triclosankoncentrationen 
skulle være under MIC-værdien på 0,64 µg/ml, da vildtype 1637 ellers ville være 
væksthæmmet med mindst 99,9 % 
De 16 reagensglas med de konkurrerende overnatskulturer sættes i rysteinkubatoren.  
 
 
Dag 28 
Vi sammenligner vildtype 1637 (lac-) og vildtype 1825 (lac+)`s vækstmønstre ud fra 
kontrolpladerne. Vildtype 1825 havde hhv. 110 og 84 bakterier (på kontrolpladen var der ca. 
200 bakterier, men her var der udpladet dobbelt mængde!) Dvs. at der ikke er nogen hæmning 
af denne vildtypes vækst på pladen med begge vildtyper, hvilket vi heller ikke havde 
forventet. Koloniernes størrelse er tilsvarende på kontrolplade og plade med begge vildtyper 
for 1825. 
Vildtype1637 havde hhv. 90 og 74 bakterier (på kontrolpladen var der ca. 280 bakterier, men 
her var der også udpladet dobbelt mængde!) Der er på kontrolpladen lidt færre bakterier end 
forventet, men dette skyldes sandsynligvis eksperimentelle usikkerheder. Kolonistørrelsen er 
tilsvarende på kontrolpladen og pladen med begge vildtyper for 1637. Altså hæmmer de to 
vildtyper ikke hinanden. 
Optælling af kontrolplader: 
Klon 1637:  280 bakterier (fortynding 10-5, 100 µl er poder ud)   = 2,8*108 bakterier/ml 
Klon 4a:  190 bakterier (fortynding 10-5, 100 µl er poder ud)   = 1,9*108 bakterier/ml 
Klon 5:  211 bakterier (fortynding 10-5, 100 µl er poder ud) = 2,11*108 bakterier/ml 
Klon 7:  808 bakterier (fortynding 10-5, 100 µl er poder ud)  = 8,08*108 bakterier/ml 
Klon 8:  153 bakterier (fortynding 10-5, 100 µl er poder ud) = 1,53*108 bakterier/ml 
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Derudover lavede vi fortyndinger på 10-6 af de 16 reagensglas med overnatskulturer. Derefter 
poder vi 0,1 ml af disse fortyndinger på plader indeholdende ITPG + x-gal og forskellige 
triclosankoncentrationer. Disse plader sættes i inkubatoren. 
 
Herefter fortsættes konkurrenceforsøget ved, at fortynde overnatskulturerne 10-3 i reagensglas. 
4 glas uden triclosan, 4 glas med triclosankoncentrationen 0,08 µg/ml, 4 glas med 
triclosankoncentrationen 0,16 µg/ml og 4 glas med koncentrationen 0,32 µg/ml. Herefter 
placeres de i rysteinkubatoren til dagen efter. 
 
Dag 29 
10. generation: 
Pladerne tages ud af inkubatoren og vi tæller kolonierne: 
 
Klon /  
vild type 
Uden TC TC 0,08 µg/ml 
 
TC 0,16 µg/ml TC 0,32 µg/ml 
4a 27 / 32 108 / 8 221 / 2 226 / tæppe. 
5 13 / 257 505 / 5* 257 / 3 105 / 4 
7 29 / 172 338 / 0 233 / 0 264 / 0 
8 81 / 105 149 / 1 244 / 1 62 / 0 
*der er kontaminering på pladen. 
Overnatskulturerne tages ud af rysteinkubatoren og fortyndes til 10-6 af overnatskultur. 
Derefter podes 100 µl af overnatskulturerne ud på 16 nye LB-plader med IPTG + x-gal. 
Pladerne stilles i inkubatoren. 
Nye overnatskulturer (10-3) laves, ligesom foregående dag. Hermed fortsættes 
konkurrenceforsøget. Disse reagensglas placeres i rysteinkubatoren. 
 
Dag 30 
20. generation: 
Pladerne tages ud af inkubatoren og vi tæller kolonierne: 
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Klon /  
Vild type 
Uden TC TC 0,08 µg/ml 
 
TC 0,16 µg/ml TC 0,32 µg/ml 
4a 35 / 33 52 / 0 11 / 0 12 / 0* 
5 0 / 102* 53 / 0 57 / 0 143 / 3* 
7 2 / 57 40 / 0 146 / 0 75 / 0 
8 22 / 37 67 / 0 81 / 0* 145 / 0 
*der er kontaminering på pladen. 
Overnatskulturerne tages ud af rysteinkubatoren og fortyndes til 10-6 af overnatskultur. 
Herefter podes 100 µl af overnatskulturerne ud på 16 nye LB-plader med IPTG + x-gal. 
Pladerne stilles i inkubatoren. 
Konkurrenceforsøget afsluttes, da der ikke laves flere overnatskulturer. 
 
Dag 30 
30. generation: 
Pladerne tages ud af inkubatoren og for sidste gang optælles kolonierne: 
Klon /  
Vild type 
Uden TC TC 0,08 µg/ml 
 
TC 0,16 µg/ml TC 0,32 µg/ml 
4a 63/68 180/0 110/0 30/0* 
5 0/76 302/0* 274/0* 186/0* 
7 2/82* 123/2 135/2 37/0 
8 67/86 135/0 214/0 134/1 
*der er kontaminering på pladen. 
 
Det observeres at kolonier fra klon 5 er meget små, i forhold til de andre kloners samt 
vildtypens kolonier.   
 
Forsøget afsluttet! 
